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Síntesisyestudiodenuevosagentesantiprotozoarios
derivadosdecompuestosdicatiónicosparael
tratamientodelaTripanosomiasisafricanahumana
ResumendelatesisLatripanosomiasisafricanahumana(TAH,oenfermedaddel sueño)esunaenfermedadprovocada por dos subespecies del parásito protozoario Tripanosoma brucei (T. b.
rhodesienseyT.b.gambiense)cuyo vectores lamoscatsetsé (géneroGlossina).LaTAH,que se encuentra presente en 36 países del continente africano, puedemanifestarse enuna forma crónica (infección por la subespecie T. b. gambiense) o una forma aguda(subespecieT.b.rhodesiense).Enlafasetemprana,oestadohemolinfático,elparásitosedesarrolladentrodelsistemacirculatoriomientrasqueenelestado tardío,o encefálico,losparásitoshancruzadolabarrerahematoencefálica(BHE)yseencuentranenelsistemanerviosocentral(SNC)resultandodifícilsuerradicación.LoscuatrofármacosactualmenteregistradosparatratarlaTAHsontóxicos,pocoeficacesyrequierenunaadministraciónparenteral.Portalmotivo, labúsquedadenuevosagentestripanocidassehacenecesariaparacombatirlaTAH.
Objetivos:Enestatesisnosplanteamosseguiroptimizandolaactividadtripanocidadeloscompuestos cabezas de serie de derivados bis(2-iminoimidazolidínio) (2  5) ybisguanidinio(78)paraconseguircompuestosactivosenlafasetardía(cerebral)delaTAH.
Figura1:Compuestoscabezadeserie.Nuestrahipótesisdepartida fuequedichoscompuestosno llegabanapasar laBHEpordifusión pasiva por estar cargados a pH fisiológico, es decir, demasiado polares. Paramodular lapolaridaddeestoscompuestos, seprobarondosaproximacionesbasadasen:
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1) La disminución de la basicidad de la molécula mediante la introducción desustituyentesN-alcoxilo sobre los nitrógenos N1 de los anillos de imidazolina y de lasguanidinas,olaintroduccióndeátomoselectronegativos(F,Cl)enlosanillosaromáticosdelespaciador.2) La introducciónde sustituyentes alquilo sobre los nitrógenosde las guanidinasparaaumentarsulipofilia
Figura2:Seriesdederivadossintetizadosparamodularlabasicidadylipofiliadeloscompuestoscabezadeserie.
Resultados: Se sintetizaron 18 derivadosN-hidroxilos yN-alcoxilados (OMe, OEt, OBn,OTHP, OH) de los compuestos cabezas de serie bis(2-aminoimidazolinio) 2  5 y 4derivadosdeloscompuestoscabezasdeseriedederivadosbisguanidinio78.Tambiénfueron sintetizados 5 derivados halogenados del compuesto cabeza de serie 2introduciendounátomodeflúorodeclorosobrelosanillosaromáticosdelesqueletodefenilbenzamida presente en esta molécula. Además, fueron sintetizados seis N-alquilderivados(Me,Et,iPr)deloscompuestoscabezasdeserie7y8.Todos los compuestos se ensayaron in vitro e in vivo contra T. b. rhodesiense,encontrándoseactividadesenelrangosubmicromolarpara elderivado imidazolínicoN-hidroxilado33eynanomolarparalosderivadosdeN-alquil(Et,iPr)guanidina57a,58a,
65a, y 66a. En los ensayos in vivo en modelos murinos de TAH, 33e fue el únicocompuestoquemostróactividadcurativaenambasfasesdelaenfermedad,siendo100%curativoen la fase tempranaa ladosisde20mg/Kg(ip)ymoderadamenteactivoen lafasetardíaaladosisde100mg/Kg(ip).Porotraparte,losderivadosdeN-alquilguanidina
57ay58a fueron100%curativosenlafasetempranadelaTAHaladosisde20mg/Kg(ip).
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SepusoapuntounanovedosametodologíaparamedirelpKadeseriedecompuestosporespectroscopiaUVmedianteelusodeplacasde96pocillos.ConellasemidieronlospKadetodos los compuestos  derivados bis(2-iminoimidazolidinas) sintetizados durante estatesis.SecomprobóquelaintroduccióndegruposalcoxilossobreelnitrógenoN1delanillodeimidazolinadisminuíalabasicidaddeestasmoléculasen2unidadesdepKa.Asimismo,la introducción de un átomo de fluor o cloro sobre uno de los anillos aromáticos delespaciadordisminuyeelpKadeestoscompuestosaunquedemaneramenospronunciada.Sellevaronacaboensayoscomplementariosconelcompuestomásprometedor33eparadeterminarsupermeabilidadatravésdelaBHEhumana,suuniónaproteínasplasmáticasysuposiblemetabolismohepático.Por último, se midió por SPR la afinidad por ADNs de secuencia AT de todos losderivadossintetizadosporqueestoscompuestospodríanactuarcomoligandosdelsurcoestrechodelADN. Los compuestos con esqueleto de fenilbenzamida, 33e enparticular,mostraron la mayor afinidad de unión por las secuencias AATT y (AT)4. Esta afinidaddemostró ser superior a la de su compuesto cabeza de serie 2. Puesto que el genomamitocondrialdeT.bruceiesmuyricoensecuenciasdebasesA-T,existelaposibilidaddeque33eestéactuandosobreT.bruceicomoligandodelsurcoestrechodelADN.
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Synthesisandstudyofnewdicationiccompound
derivativesasantiprotozoalagentsforthetreatmentof
humanAfricantrypanosomiasis
AbstractHuman African trypanosomiasis (HAT or sleeping sickness) is a disease caused by twosubspeciesoftheparasiteTrypanosomabrucei(T.b.rhodesienseandT.b.gambiense)thatis transmitted tomammalianhostsby thebyteof infected  tsetse flies (genusGlossina).HATisfoundin36countriesoftheAfricancontinent.Twoformsofthediseaseexist:thechronicform(T.b.gambiensespp.)andtheacuteform(T.b.rhodesiensespp.).Intheearlystage(hemolymphaticstage),theparasite isfoundinthecirculatorysystemwhileinthelatestage(encephaliticstage),theparasitehascrossedtheblood-brainbarrier(BBB)andisfoundinthecentralnervoussystem(CNS).Inthiscase,theparasiteishardtoeradicate.ThefourexistingdrugstotreatHATaretoxic,showlittleefficacyandrequireparenteraladministration.Hence,thesearchfornewantitrypanosomalagentstofightHATishighlyneeded.
Aims:Theobjectiveofthisdoctoralthesiswastofurtheroptimizetheactivityofseriesofbis(2-iminoimidazolidine) (2  5) and bisguanidine lead compounds (7  8) to getcompoundsactiveinthelate(cerebral)stageofHAT.
Figure1:LeadcompoundstakenasstartingpointforthisPhDproject.Our working hypothesis was that these compounds are not able to cross the BBB bypassive diffusion because they are positively charged at physiological pH (ie, thesecompoundsareverypolar).Weenvisagedtwodifferentwaystomodulatethepolarityofthesecompoundsby:
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1)Decreasing thebasicityof themoleculesby introducingdifferentN-alkoxy groupsontheN1nitrogenoftheimidazolinering,andontheguanidinegroup,ortheintroductionofelectronegativeatoms(F,Cl)onthearomaticringsofthediphenyllinker.2)The introductionof different alkyl substituentsover thenitrogensof the guanidinesgrouptoincreasethelipophilicityinthesemolecules.
Figure2:Seriesofderivativessynthesizedtomodulatethebasicityandlypophilicityoftheleadcompounds.
Results:Wesynthetized18N-alkoxy(OMe,OEt,OBn,OTHP,OH)derivativesofthebis(2-iminoimidazolidine)leads25and4derivativeofthebisguanidineleadcompounds7
8. In addition, we synthesized 5 halogenated derivatives of the lead compound 2introducing fluorine atoms and chlorine atoms in the aromatic rings of thephenylbenzamide scaffold present in these molecules. Moreover, 6 N-alkylguanidinederivativesoftheleadcompounds78wereprepared.All the compounds were tested in vitro and in vivo against T. b. rhodesiense.We foundactivitiesinthesubmicromolarrange for theN-hydroxylated imidazolinederivative33eandnanomolaractivitiesfortheN-alkyl(Et,iPr)guanidinesderivatives57a,58a,65aand
66a.IntheinvivoassaysinmurinemodelsofHAT,33ewastheonlycurativecompoundof the series in the early stage with doses of 20 mg/Kg by ip administration. Thiscompoundpresentedmoderate activity in the late stagedisease atdoses of 100mg/Kg(ip).Ontheotherhand,N-alkylguanidinesderivatives57a and58awerecurative intheearlystageofHATatdosesof20mg/Kgip.We have developed a new methodology that enables for the rapid measurement ofionization constants (pKa) of series of compounds by UV spectroscopy using 96 wellmicrotiter plates. We were able to measure the pKa of all the bis(2-iminoimidazoline)
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compoundssynthesizedduringthisthesis.Wecheckedthattheintroductionofanalkoxygroup on the nitrogen N1 in the imidazoline ring decreased the basicity of the entiremoleculesby2pKaunits.Alike,theintroductionoffluorineorchlorineatomsinoneofthearomaticringofthediphenylscaffolddecreasedthepKaofthesecompoundsby0-2to0-7pKaunits.Complementaryassayswerecarriedoutwiththebestcompound33eto determineitsin
vitro permeability in the human BBB, its binding to plasma proteins and its possiblehepaticmetabolism.Finally,wemeasuredbySPRtheDNAaffinityofall thederivativesto ATsequencesasthey could act as DNAminor groove binders. The compoundswith a phenylbenzamidecore,33einparticular,showedthehigheraffinityfortheAATTand(AT4)sequences.Thisaffinityproved to be higher than that of the lead compound2. Since themitochondrialgenomeofT.bruceiisrichinA-Tsequences,weconcludethat33emaybeactingoverT.
bruceiaskDNAminorgrooveligand.
1. INTRODUCCIÓN
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1. Introducción
1.1 EnfermedadesTropicalesDesatendidasPordefinicióndelaOrganizaciónMundialdelaSalud(OMS),lasenfermedadestropicalesdesatendidas (ETD) son un grupo de enfermedades que afectan principalmente a lasregiones más pobres del mundo. Estas se localizan en la zona tropical del planeta ydespiertanmuypocointerésporpartedelasempresasfarmacéuticas,yaquemuchasdeestasenfermedadesprácticamentenoexistenenlasregionesmásricasdelmundo.Hoyendíacercadeunbillóndepersonas,esdecir,unasextapartedelapoblaciónmundial,estánafectadasporalgunasdeestasenfermedades,concentrándoselamayorparteenÁfricayLatinoamérica1. La OMS llama desatendidas a estas enfermedades por las siguientesrazones:laprimerasonlasconsecuenciasenlasaludqueproducensobrelosmillonesdepersonasquehoyendíasufrenalgunadeestasenfermedades,consecuenciasquepuedencausar grandesdefectos físicos yproblemas sociales que conllevan un gran sufrimientohumanoeinclusodiscriminación.Lasegundarazónessugeolocalización;afectanlasáreastropicales en las zonasmás pobres delmundo, al no ser enfermedades contagiosas, nollamanlaatencióndelosmediosdecomunicación.Elhechotambiéndequenoafectenalos países ricos no contribuye a unamayor divulgación sobre estas enfermedades; soncausantesdegrancantidaddemuertesalnivelmundialydebidoalafaltaderecursosdemuchos de los países afectados la población posee poco acceso a la atención sanitaria.Muchas de estas enfermedades también están asociadas con la falta de higiene en lapoblación,factorqueasuvezestáasociadoconlafaltadeeducación,algomuycomúnenlasregionesmáspobresdelmundo1.ActualmenteestánconsideradascomoETDunas17enfermedades de las cuales muchas son muy poco conocidas. Se caracterizan por serendémicasynosoncapacesdeexpandirsefuerasdelasregionestropicales(Figura1.1).Dentrodeestasenfermedades,lasmásconocidasson:- la enfermedaddeChagas, tambiénconocida como tripanosomiasis americana, causadaporelparásitoTrypanosomacruzi(T.cruzi).Dichaenfermedadafectaexclusivamentealaregióntropicallatinoamericana.-laLeishmaniasis,causadapordiferentesespeciesparásitasdelgéneroLeishmania.- la enfermedad del sueño, también conocida como tripanosomiasis africana humana(TAH), causada por el parásito Trypanosoma brucei (T. brucei). Esta enfermedad esendémicadelcontinenteafricano.En esta tesis nos enfocaremos en la búsqueda de nuevos fármacos antiparasitarios, enespecialcontralaenfermedaddelsueño.
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Figura1.1:Distribucióndelasenfermedadestropicalesdesatendidas.
1.2 EnfermedaddelsueñoLatripanosomiasisafricanahumana(TAH)esunaenfermedadprovocadaporelparásitoprotozoario Trypanosoma brucei (T. b.), específicamente por dos subespecies de estegénero;T.b.rhodesienseyT.b.gambiense.Otraespecieysubespeciesdetripanosoma(Ej.
T.congolensis,T.b.brucei)sonpatógenasparalosanimalesycausanlatripanosomiasisenespeciessilvestresyenelganado(Ej.seconocecomonagana enÁfrica)2,3. Laregióndeinfección por estos parásitos está restringida a la zona en donde vive la mosca tsetsé(moscadel géneroGlossina), la cual es el vector responsablede la transmisiónde estosparásitosalossereshumanosyanimales.LosanimalespuedenhospedarlosparásitosT.
b.rhodesienseyT.b.gambienseporloquerepresentanunreservorioimportantededichosparásitoshumanos.Actualmente, laTAHseencuentrapresenteen36paísesdelcontinenteAfricano.Porunlado,lasubespecieT.b.gambiensequeestápresenteenlaparteOesteyCentraldeÁfricarepresentamás del 95%de los casos informados y da lugar a una forma crónica de laenfermedad.Porotrolado,lasubespecieT.b.rhodesienseestápresenteenelEsteyelSurdeestecontinenteyprovocaunaformaagudadelaenfermedad(Figura1.2).Segúndatosde la OMS para el año 2005, se estimó unos 17.000 nuevos casos que sumados a losreportados en años anteriores sumaban entre 50.000 a 70.000 personas infectadas,aunqueparaelaño2009, elnúmerodenuevos casosdetectadosdisminuyóamenosde10,000,siendoelnúmerodecasosrealesestimadoen30.0002.
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Figura1.2:DistribucióndecasosdelaTAH4.
EsimportantemencionarqueelcontinenteafricanohasufridotresepidemiasseverasdelaenfermedaddelsueñoenelsigloXX.Laprimeraquesereportaseremontaalaño1896finalizandoestaepidemiaen1906,afectandoprincipalmenteaUgandayCongo5. Segúndatosreportadosseestimaqueentre300.000y500.000personasmurieronduranteestaepidemia6. Una segunda epidemia sucedió en 1920 afectando a varios países más yterminandoparafinalesdeladécadadelosaños402,5.Finalmenteunaterceraepidemiasedioparamitaddeladécadadelosaños60cuandomuchospaísesafricanosdeclararonsuindependenciayentraronenunainestabilidadpolíticaqueresultóenlaruinaeconómicade estospaíses ypor lo tanto, los programas para la combatir la enfermedad de sueñofueronabandonados5.EstafuelamásrecientedelasepidemiasqueafectóapaísescomoAngola,Congo,SudándelSurypartesdeUganda5,7.
1.2.1 CiclodevidadeT.bruceiElciclodevidadeT.bruceiconstadedosetapas;unaprimeradentrodelamoscatsetséyunasegundadentrodelhuéspedmamífero(humanosoanimales).Elcicloiniciacuandolamosca tsetsé es infectada al alimentarse de sangre de animales o humanos que ya sonreservoriosdelparásito.Despuésde21díasdehaberseinfectado,estamoscaseconvierteenvectordeT.brucei.
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Elciclodevidadelparásitodentrodelamoscasiguelassiguientesetapas(Figura1.3):Cuando la mosca produce una herida y, a través de su saliva infectada traspasa lostripomastigotesmetacíclicosdeT.bruceialmamífero,sedesarrollaunalesiónenellugardelapicaduradespuésde5a15días.1- Losparásitossufrenotratransformaciónasuformatripanomastigotesanguíneaysemultiplicanenelsistemahemolinfático.2- Es justo en estaetapadel ciclo cuandodiagnosticarse la infecciónporT. brucei.8Estesemultiplicaporfusiónbinaria.Dentrodelsistemacirculatorio,elparásitoesllevadoadiferentessitiosconfluidoscorporalesademásdelasangretalescomoelfluido linfático y espinal y después determinado tiempo cruza la barrerahematoencefálica (BHE) alojándose así en el cerebro, donde causa daños en elsistema nerviosos central (SNC) ocasionando los síntomas clásicos de laenfermedaddelsueño.3- Enestepunto,elparásitoseencuentraenelsistemacirculatoriodelinfectado.4- De este manera, la moscas tsetse se alimentarse de la sangre infectada contripanosomas.5- El parásito se aloja en el intestino de la mosca en donde sufre cambios tantomorfológicos como bioquímicos, teniendo un aspecto delgado y alargado; estaformaesconocidacomotripomastigoteprocíclico.6- Aquísufreotrocambiomorfológicoasuformaepimastigoste,ysemultiplica.7- Sufre otra transformación a la forma tripomastigote metacíclica, la cual es yainfecciosaparasereshumanosyanimales,completándoseasílaprimeraetapadelciclo.
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Figura1.3:CiclodevidadeT.brucei
1.2.2 ManifestaciónclínicadelaenfermedaddelsueñoEsta enfermedad se desarrolla en dos etapas distintas. La fase temprana, o estadohemolinfático, se manifiesta a las semanas de la picadura; la persona presenta fiebreprolongada conduracióndehasta7días, doloresde cabeza, doloren las articulaciones,debilidadypérdidadepeso.Ademásdeestossíntomas,elparásitopuedellegarainvadirdiferentesórganostalescomoelbazo,elhígado,lapiel,losojos,elsistemacardiovascularyel sistemaendocrino.El estado tardío, o encefálico, se caracterizaporqueT. brucei hacruzadolaBHE.EnelcasodelasubespecieT.b.rhodesiense,estaetapadelaenfermedadpuedepresentarseensemanasomeses.Sila infecciónescausadaporlasubespecieT.b.
gambiense, esta etapa de la enfermedad es más lenta, pudiendo llegar a presentarsedespuésdemeseseinclusoañosdehabersufridolapicaduradelamoscainfectada8.LossíntomasneurológicoscausadosporeldañoalSNCpuedenagruparseendañosmotores,psiquiátricos, anomalías sensoriales y trastornos del sueño. Además, pueden iracompañados por otros síntomas más sutiles tales como irritabilidad, agotamiento ydolores de cabeza. Dentro de los trastornos psiquiátricos, los infectados puede sufrircambios de personalidad, alucinaciones, pueden tornarse violentos y llegar a tenertendencias suicidas. En cuanto a los síntomas motores, pueden sufrir temblores en
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extremidadesasícomocontraccionesinvoluntariaseincontrolablesdelasextremidadesyla lengua, hipertonía de las extremidades, además de cansancio, distracción, y unainversión del ciclo circadiano (es decir, somnolencia durante el día e insomnio por lasnoches). En los pacientes no tratados, los síntomas suelen progresar a convulsiones,somnolenciasevera,comaymuerte.
1.2.3 TratamientoquimioterápicoactualdelaTAHEl arsenal terapeútico para combatir esta enfermedad cuenta actualmente con cuatrofármacos: la suramina, la pentamidina, elmelarsoprol y la eflornitina. Algunosde estosfármacos datan de la primeramitad del siglo XX y es bien conocido que, debido a susefectos secundariosnodeseados, nopodrían tener la categoríademedicamento con losestándares actuales9. La utilización y eficacia de estos fármacos depende tanto de lasubespeciequeeste infectandocomodel lugarendondese localiceelparásito;esdecir,diferentesfármacosseránutilizadossegúnseestéenlafasetemprana(hemolinfática)olafasetardía(encefálica)delaTAH.
1.2.3.1FaseHemolinfáticaEnelcasodelafasetemprana,eltratamientodependeinclusodecuálsealaespeciequecauselainfección.Lasuramina,unanaftilamidasulfonadausadaporprimeravezen1922(Figura 1.4)10, es efectiva cuando la enfermedad es causada porT. b. rhodesiense. Estecompuesto no es capaz de cruzar la BHE, razón por cual es sólo útil en la fasehemolinfáticadelaTAH.Esadministradaporvíaintravenosayprovocaefectosadversostales como: fallo renal, choque anafiláctico y neurotoxicidad11. Para evitar estos efectossecundarios sobre los pacientes, el tratamiento con este fármaco es complejo y largoalcanzandolos30días.El segundo fármaco efectivo en esta etapa de la enfermedad es la pentamidina, sóloefectivasilainfecciónescausadaporT.b.gambiense.Estadiamidinaaromáticaesusadadesde los años 1930 (Figura 1.4)12 y es administrada por inyecciones intramusculares.Tampoco es capaz de cruzar la BHE (al menos en cantidades terapéuticas) y presentavariosefectosadversostalescomohipoehiperglicemiaasícomohipotensión,ademásdesutoxicidad.
Introducción
9 
HN NH
O
H
N
O
NH
O
SO3Na
SO3Na
SO3Na
O
H
N
O
HN
SO3Na
NaO3S
SNaO3
O O
NH
NH2
HN
NH2
Figura1.4:EstructuradelosfármacosutilizadosparatratarlafasehemolinfáticadelaTAHgambiense(pentamidina)yrodesiense(suramina).
1.2.3.2FaseEncefálicaEn la fase encefálica o tardía de la TAH, es necesario administrar otros fármacos cuyascaracterísticas es supermeabilidad en laBHE. Elmelarsoprol (Figura1.5), unosde losfármacos más utilizados en esta etapa de la enfermedad ya que es efectivoindependientemente del parásito que cause la infección, es un compuesto derivado dearsénico trivalentedesarrollado en los años194013. Fue elúnico tratamientodisponibleparalafasetardíahastaelaño1990.Alseruncompuestoinsolubleenagua,esnecesarioadministrarlo por vía intravenosa en mezcla con propilenglicol; esto hace que eltratamiento sea extremadamente doloroso debido a la destrucción de las venas delpaciente.Dichofármacoposeeunaseriedeefectossecundariosquepuedenserfatalesenlospacientestratados(5%deloscasos);producefiebre,taquicardia,dolorretroesternal,ytambién causa encefalopatía reactiva postratamiento (PTRE, por sus siglas en inglés),siendolosefectosmáscomuneslasconvulsionesyedemascerebrales8.ElotrofármacoutilizadoenlasegundafasedeTAH,laeflornitina, esmuyefectivaaunqueexclusivamentecontralasubespecieT.b.gambiense.Poseemenosefectossecundariosqueel melarsoprol pero debido a su poca biodisponibilidad, se debe administrar por víaintravenosaentratamientosde14días. Estascondicioneshacenmuycomplicadoelusodedichomedicamentoenlaszonasruralesafectadas.
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Figura1.5:Estructuradelmelarsoprolylaeflornitina,fármacosusadosenlafasetardíadelaTAH.
Recientemente, se ha aprobado el uso combinado de la eflornitina intravenosa connifurtimoxporvíaoralparaeltratamientodelainfeccióncausadaporT.bruceigambiense.Dicha combinación (nifurtimox-eflornithine combination therapy, NECT) representa laprimeramejorade tratamientopara la fase encefálicade laTAHgambiense en25 años,tantoporsucosteysuseguridadcomoporsufacilidaddeadministración14.
1.2.4 NuevoscandidatosafármacosinvestigadosparaeltratamientodelaTAHApesardelavancequerepresentaeltratamientoNECT,labúsquedadenuevosfármacosefectivos contra T. brucei sigue siendo una prioridad. Son necesarios nuevosmedicamentos que ayuden a paliar los efectos secundarios adversos a la salud de lospacientesy ladificultadensuadministraciónquepresentan los tratamientosexistentes.Enparticular,siguesinhaberfármacosefectivosyseguroscontralaTAHrodesiense.Enlos últimos años, varios candidatos a fármacos para el tratamiento de la TAH han sidoestudiados en fases clínicas. Unos de  estos compuestos es elmaleato de pafuramidina(DB289) que funciona como un profármaco de la furamidina (Figura 1.6)15. Lapafuramidinaesmuchomenosactiva invitroquelafuramidina16peroresultaactivaporadministraciónoral17.Debidoalosbuenosresultadosobtenidos,DB289llegóafaseclínicaIII pero fue abandonado por que presentó toxicidad en hígado y algunos pacientespresentaron insuficiencia renal18. Otro tipo de compuestos que han demostrado teneractividadcuandofueronadministradosporvíaoral fueron loscompuestosderivadosdeoxaborol 6-carboxamida (SCYX-6759 y SCYX-7158, Figura 1.6). Estos compuestos handemostradosercurativos tantoen la fasehemolinfáticacomoen la faseencefálicade laTAH. En 2012, el compuesto SCYX-7158 pasó a ser investigado en fase clínica I enhumanos19. Otro nuevo fármaco que se encuentra en estudios clínicos es el fexinidazol(Figura1.6).EstecompuestoresultócurativocontralaformaagudaycrónicadelaTAHcuandofueadministradoporvíaoral20.Seconoceque losmetabolitosderivadosdeestecompuestosonlosmayoresresponsablesdelaactividadperoresultaronsermutagénicos,
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aunque por su buena biodisponibilidad oral este compuesto fue candidato para la faseclínicaIIenelaño201221.
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Figura1.6:Candidatosfármacoestudiadoenfasesclínicasenhumanos.
Sin duda, estos compuestos son candidatos a fármaco muy prometedores para eltratamientodeambasfasesdelaTAH.Sinembargo,caberecordarquelasposibilidadesdeéxitodelosfármacosqueentranenfaseclínicasonbastantepequeñas.Elrecienteejemplode lapafuramidina,cuyodesarrollo comofármacooralpara laenfermedaddel sueñosedetuvodespuésdellegara lafaseIII18a,sirveparademostrarquelabúsquedadenuevasmoléculastripanocidassiguesiendodeactualidad.Por tal motivo, nos planteamos en esta tesis la búsqueda de nuevos fármacosantiparasitariosquenoposeanestosefectossecundariosadversosa lasaludyqueseanefectivostantoenlaprimeracomoenlasegundafasedelaTAH.
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2. Antecedentes
2.1.1 DescubrimientodemoléculasdicatiónicasconactividadtripanocidaHace unos años, el cribado por parte del Instituto Tropical Suizo de una quimioteca decompuestos sintetizados en nuestro grupo permitió encontrar una serie de moléculasdicatiónicasderivadosdebisguanidinioybisimidazolinio(Figura2.1)muy interesantesporsuactividadsobreT.bruceirhodesiense1.
Figura 2.1: Estructura de los compuestos cabezas de serie derivados de bis-(2-iminoimidazolidinio) ybisguanidinio.Loscompuestoscabezadeserie110destacaronporsuactividadtantoinvitrocomoin
vivo frente al parásito T. b. rhodesiense causante de una forma aguda de TAH2. Losprimeros compuestos sintetizados,1 y6 (Figura2.1), destacaronpor su concentracióninhibitoria 50 (CI50) en el rango nanomolar (69 y 22 nM, respectivamente) y su bajacitotoxicidad(índicedeselectividad=3072para1)1.Estudiosposterioresendosmodelosmurinosde infecciónporT. b. brucei (cepa STIB795)yT. b. rhodesiense (cepa STIB900)mostraronquedichos compuestos eran capaces, conun tratamientoestándarde4díasporvía intraperitoneal (ip),decurarel100%de losratones infectadosa ladosisde20mg/kg/día3. Dado los buenos resultados obtenidos, nuevas series con diferentesespaciadoresfueronsintetizadasyensayadascontraT.bruceidestacandoespecialmentelaactividadnanomolar invitrodeloscompuestos25y710(Figura2.1)2. Además,secomprobó que estos nuevos compuestos podían curar los ratones infectados con T. b.
rhodesiense a dosis bajas (5  10 mg/kg ip). Algunos fueron también curativos poradministraciónoral a la dosis de50mg/kg (2,7)2. Sinembargo, ningúncompuesto fuecapazdecurar lafasetardíadelaenfermedadenelmodelomurinodeinfeccióncrónicaporT. b. brucei (cepaGVR35), posiblementedebidoa subajapenetraciónde labarrerahematoencefálica(BHE).Tomandoencuentaquetantolosanillosdeimidazolinacomolos
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gruposguanidinioestaráncargadospositivamenteapHfisiológicodebidoasualtopKa(Ej.pKa=9.9para1)4,estoscompuestosestaránmayoritariamenteensuformadicatiónicain
vivo.DebidoaestoesprobablequedichoscompuestosnoseancapacesdecruzarlaBHEpordifusiónpasiva,explicandosu faltadeactividaden la faseneurológicade laTAH.Elmismo inconveniente se ha observado con las diamidinaspentamidina y el diminaceno(Figura 2.2), fármacos usados desde hace décadas comoprimer tratamiento en la fasetempranadelatripanosomiasisgambienseyenlaNagana,respectivamente5.
Figura 2.2: Estructura de diamidinas usadas clínicamente para el tratamiento de la fase temprana de latripanosomiasisgambienseyparalatripanosomiasisanimalprovocadaporT.b.brucei(nagana).
2.1.2 BarrerahematoencefálicayfasetardíadelaenfermedaddelsueñoLa barrera hematoencefálica es una barrera entre los vasos sanguíneos y el fluidoextracelular cerebral en el sistemanervioso central (SNC). Está formadaporuna reddecélulasendotelialesdeloscapilarescerebralesquesecaracterizaporquecadacélulaestáestrechamente unida a la siguiente, lo que le confiere una impermeabilidad a la paredinternadelcapilar,formandounabarreraentrelosvasossanguíneosyelSNC.Sufunciónes la de impedir la entrada de toxinas de la sangre en el cerebro y mantener lahomeostasis. Sin embargo, estabarreraes tambiénunobstáculopara la administraciónefectivadefármacosenelSNC.La fase tardíade la enfermedaddel sueñose caracterizapor la invasióndelSNCporlosparásitos.Lostripanosomassemultiplicanenelcerebroloquehacemuydifícilsueliminación con fármacos quimioterápicos convencionales que no suelen pasar la BHE.Este es el caso, en particular, de la mayoría de los compuestos dicatiónicos como lasdiamidinas o las bis(2-iminoimidazolidinas). Se sabe que la mayoría de las moléculasactivassobreelSNCatraviesanlasmembranaslipídicasdelaBHEbienpordifusiónpasiva(Ej. moléculas pequeñas y lipófilas), bien con ayuda de transportadores específicos (Ej.glucosa, aminoácidos). Por otra parte, las macromoléculas (Ej. péptidos, proteínas)traspasan la BHE por endocitosis, mediada por receptores o por interaccioneselectrostáticas.Además,otrostransportadorescomolaglicoproteínaP(P-gp)promuevenlaexcrecióndesussustratosdelcerebroyde las célulasendotelialesde laBHEhacía lasangre(Figura2.3)6.
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Figura2.3:RepresentaciónesquemáticadelosmecanismosdetransportedemoléculasendógenasatravésdelaBHE.A)LasmoléculaspequeñasyliposolublesatravesanlaBHEpordifusión.Sinembargo,sonsujetasalaexcreción por transportadores como la P-gp. B) Las moléculas pequeñas endógenas, inluyendo losaminoácidos,nucleósidosy la glucosa, son transportadasportransportadores específicos. C)Lasmoléculasmásgrandes, incluyendo la insulinay la transferrina, sonreconocidaspor receptoresen lacara luminaldelendotelio y son transportadas a través de la célula para ser liberadas en el parénquima cerebral. D) Lasgrandesproteínasplasmáticasendógenas, incluyendo laalbumina,sontransportadasatravésdelaBHEporendocitosis(adaptadoapartirde Angew.Chem.Int.Ed.Engl 2011,50,7998-8014)6.
2.1.3 Estrategias profármaco para mejorar la biodisponibilidad de amidinas y
guanidinasSegún se ha descrito en la literatura, la derivatización del grupo amidina como unaamidoximahasidoútilparamejorarlabiodisponibilidadoraldeestetipodefármacos.Lasamidoximas son profármacos que tienen un pKa más bajo y no están cargadas a pHfisiológicoloquefacilitasuabsorciónporlasmembranasbiológicas.Lasamidoximassonmetabolizadas a las amidinas activas a través de una secuencia de O-desmetilacionesoxidativas llevadas a cabo por las isoformas 1A1, 1A2 y 1B1 del citocromo P450 yN-deshidroxilaciones reductivas catalizadas por el citocromo b57,8. Midgley et al.demostraron que el compuesto (2,5-bis[4-(N-metoxiamidino)fenil]furano (Figura 2.4)funcionacomounprofármacoquemejoralaeficaciaoralyreducelatoxicidaddeestetipodecompuestoenmodelosanimales9.Estecompuestosufreentonces,unavezdentrodelorganismo,unabiotransformaciónalcompuestoactivo.
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Figura 2.4: Vía metabólica de la biotransformación del profármaco pafuramidina (DB289) al fármacoantiprotozoariofuramidina(DB75).
Otras estrategiasdeprofármacos similaresparamejorar la actividadoral de amidinas yguanidinas se han reportado en la literatura (Ej., C,C´-bis(oxadiazolonas)alquilen N-substituidas10,N,N'-dihidroxiamidinas11).Degardinetal.9utilizanlametodologíadeC,C´-bis(oxadiazolonas)alquilen para mejorar la actividad oral de una diamidina dicatiónicaantimaláricayproponenquemediante estemétodo, se enmascara la cargapositivaqueposeen este tipo de moléculas y mejoran su biodisponibilidad oral. Una vez pasen lasmembranas biológicas pertinentes, estos compuestos sufren una biotransformaciónformandonuevamentelabisamidinaactiva.(Figura2.5).
Figura2.5:Ejemplodeestrategiadeenmascaramientodelacargapositivadeunabisamidina9.Tomando en cuenta estos hallazgos, decidimos seguir una estrategia similar paramodificar las propiedades fisicoquímicas de nuestros derivados imidazolínicos y
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guanidinio (ie, disminuir su pKa) a manera de intentar mejorar las propiedadesfarmacocinéticas de los compuestos cabezas de serie, más específicamente supermeabilidaddelaBHE.
2.1.4Estrategias para mejorar la permeabilidad de la BHE de derivados de 2-
iminoimidazolidinioyguanidinio.Nuestraideaparamejorarlapermeabilidaddeloscabezasdeserie110estábasadaenlasiguientehipótesis:dichosprototipossonmoléculaspequeñasquenolleganapasarlaBHEpordifusiónpasivaporsercompuestosdemasiadobásicos,esdecir,cargadosapHfisiológico.Mediante laalcoxilacióndelnitrógenode losgruposguanidinae imidazolina,sedeberíaconseguirdisminuirelpKadelasmoléculasfacilitandosupasodelaBHEpordifusión.DichosderivadosN-alcoxiladospodríanactuarbiencomoprofármacosquesonmetabolizados in vivo en el cerebro para generar las especies activas, o bien teneractividadtripanocidaintrínseca(Figura2.6).
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Figura2.6.:Hipótesis de partida sobre lamejora de permeabilidad en la BHEmediante la preparación dederivadosN-alcoxiladosdeguanidinaeimidazolina.Aunque no se ha descrito el metabolismo in vivo de 1-alcoxi-2-iminoimidazolidinas, siexistenantecedentessobreelmetabolismodeN-hidroxiguanidinasaguanidinas12.Debidoa la gran similitud tanto geométrica como electrónica de los grupos guanidina y 2-iminoimidazolina (ie, se pueden considerar guanidinas cíclicas)13, anticipamos que
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derivados de 1-alcoxi-2-iminoimidazolidinas podrían reducirse a las 2-iminoimidazolidinasdepartidamedianteunarutametabólicaparecida.Para probar nuestra hipótesis, se preparó una primera serie N-alcoxilo derivados delcompuestocabezadeserie1.Paraello,sepusoapuntounaestrategiasintéticaonepotbasada en la reacción de la bis(4-isotiocianatofenil)amina (obtenida a partir de la 4,4-diaminodifenilamina comercial) con N-alcoxi-N-(2-aminoetil)-2-nitrobencenosulfonamidas(Esquema2.1)14.
Esquema2.1
SecomprobólacapacidaddeestoscompuestosparaatravesarlaBHEmedianteunensayo
invitrodepermeabilidadatravésdelalíneacelulardeendoteliomicrovascularcerebralhumanohCMEC/D315.En estemodelodeBHE, elN-hidroxiderivado18demostró teneruna permeabilidad 3 veces mayor en comparación con el producto sin sustituir 116demostrándose el potencial de dicha estrategia. Aunque el N-hidroxi compuesto 18demostróseractivoinvitrocontraT.b.rhodesienseconunaCI50de0.37M,resultópocoactivo in vivo en elmodelo de fase aguda de la enfermedad del sueño (Ej. aumentandoligeramenteeltiempomedioderecaídadelaparasitemiasinllegaracurarlosratones)16.En conjunto, estos estudios previos mostraron que la estrategia que consiste enfuncinalizarlosnitrógenosN-1delosanillosdeimidazolinacongruposhidroxilospermitemejorarlapermeabilidaddeloscompuestosbis-2-iminoimidazolidinicos.
2.1.5 Unión a ADN y mecanismo de acción de los compuestos derivados de
bisguanidinioybis-(2-iminoimidazolidinio).SehaestudiadoencolaboraciónconinvestigadoresdelaUniversidaddeGeorgia(EEUU),el posible mecanismo de acción de los compuestos bis-(2-iminoimidazolidinio) ybisguanidinio, observándose, a semejanza de lo que ocurre con la pentamidina y otrasdiamidinas, la interacción de algunos de nuestros prototipos con modelos de ADN17.Muchas diamidinas,11 bis(2-iminoimidazolidinas) y bisguanidinas aromáticas2, 17 queposeen actividad antiprotozoaria presentan una gran afinidadpor el surco estrecho delADN rico en secuencias adenina-timina (AT)18. El cinetoplasto de los tripanosomas (ie,
AntecedentesyObjetivos
23 
masadeADNcircularextranuclearquecontienemúltiplescopiasdelgénomamitocondrialyseencuentraubicadaenunagranmitocondria)esricoensecuenciasdebasesATporloque podría ser una diana de dichos compuestos. Las moléculas dicatiónicas podríaninhibir la transcripción y la actividad de otras enzimas ADN-dependientes19. De hecho,hemos observado cierta correlación entre la actividad antitripanosoma in vitro denuestros compuestos derivados de bis(2-iminoimidazolidinio) y su afinidad porsecuenciasATdeADN.Estosresultadossugierenqueelmecanismodeaccióndedichoscompuestos podría deberse (al menos en parte) a la formación de un complejo con elADN3.
2.2 ObjetivosEnestatesis,nosplanteamosseguiroptimizandolaspropiedadesfarmacocinéticasdeloscompuestoscabezasdeseriebis(2-iminoimidazolidínicos)(25)ybisguanidinio(78),másespecíficamentesupermeabilidadenlaBHE,conelfindeconseguirmoléculasactivasen la fase tardía (cerebral) de la TAH. Como hemos mencionado en el apartado 2.1.4,nuestrahipótesisesquedichoscompuestosnolleganapasarlaBHEpordifusiónpasivaporestarcargadosapHfisiológico,esdecir,demasiadopolares.Paramodularlapolaridaddeestoscompuestos,decidimosprobardosaproximacionesbasadasen:1)ladisminucióndelabasicidaddelamoléculamediante:  (a)laintroduccióndesustituyentesN-alcoxilosobrelosnitrógenosN1delosanillosdeimidazolinaodelasguanidinas.  (b) la introducciónde átomos electronegativos (F, Cl) en los anillos aromáticosdelespaciadordifenílicos.2) la introducción de sustituyentes alquilo sobre los nitrógenos de las guanidinas paraaumentarsulipofilia(Figura2.7).
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2 2
X = NHCO ( ), NHCONH ( ), CH2CH2 ( ); Y = nil
X, Y = CH2 ( )
X = NHCO ( ), NHCONH ( )
Figura2.7:Seriesdederivadossintetizadosparamodularlabasicidadylipofiliadeloscompuestoscabezadeserie.Las aproximaciones propuestas (1a) y (2) se llevaron a cabo con diferentes moléculascabezasdeserie,tantoimidazolinas(2,3,4,y5)comoguanidinas(7y8),mientrasquelaaproximación(1b)sellevóacaboutilizandoelesqueletoN-fenilbenzamidadelamolécula(2),cuyamoléculaconesteespaciadorresultóserelmásactivoenlosensayosinvivo.UnobjetivoimportantedeestetrabajofuemedirelpKadelasmoléculassintetizadasconel fin de determinar el porcentaje de ionización a pH fisiológico de dichos compuestos.Para ello, nos planteamos desarrollar un nuevométodo rápido demedición de pKa porespectroscopiadeUVmedianteelusodeplacasde96pocillos.Otro objetivo de este trabajo fue comprobar la actividad tripanocida de las nuevasmoléculassintetizadastantoinvitrocontraT.bruceicomoinvivoenmodelosmurinosdefasetempranay,paralosmásefectivos,defaseneurológicadelaTAH.Además,seplanteócomprobarlabioactividad invitrodeestoscompuestoscontraotrosprotozoosparásitostalescomoTrypanosomacruzi,LeishmaniadonovaniyPlasmodiumfalciparum.Otro objetivo fue estudiar las propiedades farmacocinéticas de losmejores compuestosutilizando ensayos in vitro de permeabilidad de la BHE humana, ensayo de unión aproteínasplasmáticas,yensayosdemetabolismoconfraccioneshepáticashumanas.Finalmente, seplanteó lanecesidaddemedir la afinidaddeunión aADNde losnuevoscompuestos sintetizados. La interacción de los compuestos cabeza de serie (de los quederivan los compuestos sintetizados en esta tesis) o compuestos análogos con el surcoestrechodelADNestábienestablecida2-3,18b,c.Porlotanto,resultabainteresanteestudiarla interacción de los nuevos análogos con ADN puesto que su actividad antiparasitaria
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podríadeberseenparteadichainteracción.LosestudiosdeinteracciónconelADNfueronrealizadosmediantelatécnicaderesonanciadeplasmóndesuperficie(SPR,porsussiglaseninglés).
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3. Síntesis y estudio de la actividad tripanocida de derivados 1-alcoxi-2-
iminoimidazolidínicos
3.1 Antecedentessobrelasíntesisde1-alcoxi-2-iminoimidazolidinasElanillode2-iminoimidazolidinaseencuentrapresenteenmuchosfármacos.Laclonidina,unmedicamentoutilizadoparatratarlapresiónarterialaltaycomoantidepresivo,esunejemplo clásico de fármaco que posee este heterociclo (Figura 3.1)1. En el caso de laclonidina,elanillo imidazolíniconoseencuentrasustituido.LasustitucióndelnitrógenoN1delanillodeimidazolinaplanteaunproblemasintéticoalahoradeprepararN-alcoxiderivadosdeesteheterociclo.
Figura3.1:Estructuradelaclonidina.En la literatura se encuentran descritas muchas rutas sintéticas para construir esteheterociclo2.Enparticular,unametodologíaqueconsisteenhacerreaccionarunadiaminaaromática conN,N-bis(terc-butoxicarbonil)imidazolidin-2-tiona en presencia de HgCl2 yun excesodeEt3Nparadar lugar a la 2-iminoimidazolidina totalmenteprotegida con elgrupo terc-butoxicarbonilo (Boc), fue reportada anteriormente por nuestro grupo(Esquema 3.1)3. Posteriormente, los grupos Boc se eliminan por tratamiento con ácidotrifluoroacético (TFA) aislándose los compuestos imidazolodínicos y guanidínicos comotrifluoroacetatos. El tratamiento con resina básica de intercambio iónico (AmberlitaIRA400, forma Cl-) permite regenerar las sales hidrocloradas de 2-iminoimidazolidinio(Esquema3.1).
Esquema3.1
Encambio,estándescritasmuypocasrutasparaobtener1-alcoxi-2-iminoimidazolidinas.La primera ruta (Esquema 3.2, A) se basa en la ciclación intramolecular de una tioureaintermedia (o su derivado de isotiouronio) obtenido por condensación entre unisotiocianato y unaN-benciloxietilenodiamina protegida con el grupo ftalimido. En este
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caso, ladesproteccióndelgrupobencilo(R=Bn)seguidaporlaalquilacióndelgrupo1-hidroxilo(R=OH)generalas1-alcoxi-2-iminoimidazolidinas(R=Me,Et)4.
Esquema3.2
LaestrategiadeAlanineetal. consisteenhacerreaccionarsalesde isotiouroniocíclicas,previamentesintetizadasen6etapas,conunexcesodeamina(Esquema3.2,B)14.Dichaestrategia funcionabienpara aminas alifáticas ybencílicas. Sin embargo, segunnuestraexperiencia, las aminas aromáticas desactivadas suelen reaccionar mucho peor con lassalesdeisotiouronio.En la tercera aproximación (Esquema 3.2, C), se hace reaccionar unadihalometilendiamina, obtenido por halogenación a baja temperatura del isonitriloprecursor5 o formanilida6, con derivados de N-hidroxietilendiamina sintetizadospreviamente(R=H7,Me6,Et6,Bn4b,6)osintetizadosinsitu(R=Me)4b.
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ConlasrutassintéticasAyC,lasN-alcoxietilendiaminasdepartidadebensersintetizadaspreviamente por métodos que no son siempre aplicables a diferentes grupos R (Ej,funcionabienparaR=BnperodabajosrendimientosparaR=Me,Et).Debidoalaslimitacionesdelasdiferentesrutassintéticasantesdescritas,nuestrogrupopusoapuntounanuevametodología convergente inspirada en la rutaAybasadaen lareaccióndeisotiocianatosconN-alcoxi-N-(2-aminoetil)-2-nitrobencenosulfonamidas8.Asípues,lapreparacióndenuestrosderivadosserealizómedianteestametodologíausandounprocedimientoonepotenelquenoseaislaronlosproductosintermedios.Enalgunoscasos,fuenecesarioaislarestosproductosintermediosparamejorarelrendimientode(osimplementeparaobtener)losproductosfinales8.
3.2 Síntesisonepotdelasbis(1-alcoxi-2-iminoimidazolidinas)(35a,35b,36b
d,37a,38a,y38f)Elesquema3.3muestralasecuenciasintéticageneralparalasíntesisconvergentedeestosderivados. En primer lugar, se prepararon las N-alcoxi-N-(2-aminoetil)-2-nitrobenzensulfonamidasdepartida(R=OMe,OEt,OBn,OTHP)quesehacenreaccionarconlosisotiocianatos paraobtenerlas1-[(2-(alcoxiamino)etil)]-3-ariltioureasprotegidas.Acontinuaciónsedesprotegelaaminasecundariaymedianteunaadiciónnucleófilasobreel tiocarbonilo, se da la ciclación y formación de las 2-iminoimidazolidinas finalessustituidascondiferentesgruposalcoxilos8(Esquema3.3).
Esquema3.3
3.2.1 Síntesis de las N-alcoxi-N-(2-aminoetil)-2-nitrobencenosulfonamidas (19c-
22c)La síntesis de estas etilendiaminas protegidas se llevó a cabo siguiendo el protocolopreviamentedescritopornuestrogrupode investigación8.Se iniciacon laproteccióndelasalcoxiaminascomerciales1921 conelclorurode2-nitrobenzenosulfonilo (clorurode nosilo: 2-NsCl) en presencia de piridina y DCM anhidro como disolvente. De estamanera se obtuvieron las diferentesN-alcoxiaminas protegidas 19a  21a con buenosrendimientos9(Esquema3.4).
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Esquema3.4
Para la obtención de la O-(tetrahidro-2H-piran-2-il)hidroxilamina 22, se siguió unprotocolodescritoporMartinetal.10.Lareacciónde laN-hidroxiftalimidacomercialcon3,4-dihidro-2H-piranoenpresenciadelácidop-toluenosulfónicoyutilizandounamezclade DCM/dioxano como disolvente generó laN-hidroxiftalimida protegida con THP conexcelenterendimiento.Lareacciónse llevóacaboa temperatura ambienteduranteunanoche. Se comprobó la formacióndel productopor cromatografíade capa fina (CCF). Elproductosepurificóporprecipitaciónenmetanolysimplefiltración(Esquema3.5).
Esquema3.5
La desprotección del grupo ftalamido se realizó utilizando NH2NH2.H2O en etanol y atemperatura ambiente. Se comprobó por CCF la culminación de la reacción y laalcoxiamina22fuepurificadapordestilaciónapresiónreducida(20mmHg).Serecolectóeldestiladoa80°CobteniéndoseasílaO-(tetrahidro-2H-piran-2-il)hidroxilamina22conbuenosrendimientos(Esquema3.5).Elcompuesto22 fueprotegidoconelclorurode2-nitrobencenosulfonilo en las mismas condiciones que las alcoxiaminas 19 - 21 paraobtenerasíelcompuesto22acon60%derendimiento.Luego,lasalcoxiaminas19a-22ase hicieron reaccionar con la 2-bromoetilftalimida en medio básico a temperaturaambiente utilizando DMF como disolvente. Terminada la reacción, se purificaron porprecipitaciónenaguaysimplefiltración.Deestamaneraseobtuvieronlasetilendiaminas
19b  22b convenientemente protegidas con buenos rendimientos11,12. Nuevamente ladesprotección de la ftalimida se realizó utilizando la NH2NH2.H2O en etanol y atemperatura ambiente obteniéndose las etilendiamina 19c  22c (Esquema 3.6) con
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buenos rendimientos. El producto secundario de esta reacción, la 2,3-dihidroftalamida-1,4-diona,esunsólidoblancoqueseeliminaporsimplefiltración.
Esquema3.6
Debido a la presenciadel gruponitro enposición2del fenilo en la sulfonamidas19c 
22c,laaminaprimariareciéndesprotegidapuedeatacarsobreestaposiciónparadarunareacción de ciclación intramolecular13 (Esquema 3.7). Observamos que esta reacciónocurreinmediatamentedespuésdeladesproteccióndelaaminaprimariayatemperaturaambiente. Debido a esta reacción espontánea se obtuvieron los dióxidos de 2,3,4,5-tetrahidrobenzo[f][1,2,5]tiadiazepina 19d y 22d que fueron aislados y caracterizados(Esquema 3.7). Esdemencionarque la formacióndedichasbenzotiadiazepinas con lossustituyentes etoxi y benciloxi (R = OEt, OBn) se observó por HPLC-MS [m/z = 243.07(M+H)y305.21(M+H),respectivamente],peroestossubproductosnofueronpurificadosnicaracterizados.
Esquema3.7
Para evitar que las N-alcoxi-N-(2-aminoetil)-2-nitrobencenosulfonamidas sintetizadas(19c22c)sedegradenmedianteestemecanismodeciclaciónintramolecularprobamosreemplazarelgrupoprotector2-nitrobencenosulfoniloporel4-nitrobencenosulfonilo(4-Ns) obteniéndose así el compuesto 23. En este caso, el grupo nitro queda losuficientementealejadodelaaminaprimariaparaevitarlareacciónintramolecularquedalugar a las benzotiadiazepinas. De estamanera, después de la desprotección del gruponosilo se obtuvo la N-alcoxi-N-(2-aminoetil)-4-nitrobencenosulfonamida 24 con buen
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rendimiento sin observarse la formación del subproducto benzotiadiazepina (Esquema3.8).
Esquema3.8
Dicho reactivo reaccionó sin problemas con el 1,2-bis(4-isotiocianatofenil)etano paraformarlatioureacorrespondienteconbuenrendimiento(Esquema3.9).Sinembargo,nose consiguió en la etapa siguiente eliminar el grupo protector 4-Ns utilizando lametodología clásicaprobadapara el grupo2-Ns (PhSH/K2CO3)9.En esta reacción, no seobservóenningúnmomentoelproductodeladesprotección(lareacciónfuemonitorizadapor HPLC-MS) sino el producto de la sustitución del grupo nitro por el tiofenolato(Esquema3.9).
Esquema3.9
Por talmotivo se decidió seguir utilizando como grupo protector el 2-Ns a pesar de lareacciónsecundariadeformacióndelasbenzotiadiazepinas19d22d.Paraminimizarlaformación de estos subproductos no deseados, se procedió a la  utilización de lasetilendiaminas desprotegidas (19c  22c) en el siguiente paso de reacción, sin previapurificación.Procediendodeestamanera,soloseobservólaformaciónde19d22d enun4-5%.Afortunadamente,dichossubproductosnointerfierenenlasíntesisysepuedensepararporcromatografíaunavezconseguidaslasimidazolidinasfinales.
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3.2.2 Síntesisdelosisotiocianatos(2932)Lasíntesisdelosisotiocianatos2932serealizósegúnelprocedimientoantesreportadopornuestrogrupodeinvestigación14.Sehicieronreaccionarlasdiaminas2528conunligero exceso de tiofosgeno (Esquema 3.10). Se utilizó una mezcla de Et2O/H2O en unaproporción3:1comodisolvente.Lareacciónserealizóa temperaturaambienteduranteuna noche. Los productos de la reacción fueron purificados por precipitación y simplefiltración y lavados con agua y hexano, obteniéndose los isotiocianatos  29  32 conbuenosrendimientos(Esquema3.10).
Esquema3.10
Lasdiaminas27y28nosoncomercialesyseobtuvieronmediantelareduccióndela1,3-bis(4-nitrofenil)ureayla2,6-diamino-9,10-antraquinona,respectivamente.Ladiamina27seobtuvoporhidrogenacióncatalíticadela1,3-bis(4-nitrofenil)ureacomercialutilizandopaladio sobre carbono (Pd-C 5%) como catalizador. La diamina se purificó porprecipitaciónenmetanolobteniéndosebuenosrendimientos(Esquema3.11).
Esquema3.11
La diamina 28 (Esquema 3.12) se obtuvo por reducción de la 2,6-diamino-9,10-antraquinonacomercialutilizandoamoniaco(30%enagua)yZnactivado15.Lareacciónsecalentóa100°Cenuntuboselladoy28seobtuvoporextracciónconacetonaconbuenrendimiento.
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Esquema3.12
3.2.3 Síntesisdelasbis(1-alcoxi-2-iminoimidazolidinas)33a,33b,34b,34d,36a,y
36aporelmétodoonepotUna vez obtenidas las etilendiaminas 19c  22c convenientemente desprotegidas, 2.5equivalentes de estas se hicieron reaccionar con los isotiocianatos 29  32 (1equivalente)14. Estos fueron añadidos gota a gota a la disolución en DMF de lasetilendiaminasenaproximadamente15minutossiguiendounprocedimientopreviamentedescrito15.Lamezcladereaccióncambiódeuncolornaranjaauncolormarrónoscuroalir añadiendo los isotiocianatos, indicando la formación de las 1-(2-(alcoxiamino)etil)-3-ariltioureasintermediascorrespondientes.Laformacióndeestoscompuestosintermediosfue comprobadamedianteHPLC-MS.A continuación, seprocedió a la eliminaciónde losgruposnosiloenelmismomatraz.Paraello, seañadióunexcesode10equivalentesdetiofenol y 20 equivalentes de K2CO3 (Esquema 3.13) a la mezcla de reacción. Lasreaccionessedejaronenagitaciónatemperaturaambiente.SecomprobóporHPLC-MSlacompletadesproteccióndelaaminasecundaria.Acontinuación,lamezcladereacciónsediluye añadiendo más DMF se calentó a 60°C para favorecer la reacción de ciclaciónmediante una adición nucleofílica al tiocarbonilo de la tiourea y eliminación de SH-,dándose la formacióndel anillo2-iminoimidazolidínico como semuestraenel Esquema3.13.Lasreaccionessedejaronenagitaciónentre10y22días.SecomprobóporHPLC-MSlacompletaformacióndelproducto.Deestamanera,mediantelametodologíaonepotseobtuvieronloscompuestos33a-b,34b-d,35ay36a(Esquema3.13).
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Esquema3.13
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LoscrudosdereacciónfueronpurificadosporcromatografíasobresíliceconDCM/MeOH+0.1%deEt3N(100:090:10)obteniéndoselosproductosconrendimientosentrebajosamoderados.Esdemencionarqueelelcompuesto36aseobtuvocomounamezclaconelcompuesto36f(~20%).EstecompuestoseidentificóporHPLC-MS(tr=3.37min,m/z=407.32 para 36a y tr = 3.50 min, m/z = 405.36 para 36f) y RMN. En RMN de 1H, escaracterística laseñala3.82ppm(s,4H,CH2)paralosprotonesdelmetilenoenposición9,10deldihidroantracenomientrasqueelrestodeseñalessolapaconlasdelcompuestoinsaturado36a.Dichosubproductoprovieneposiblementedelareaccióncompetitivadeoxidacióndeldihidroantracenoaantracenodurantelasetapasdedesprotección-ciclaciónen presencia de derivados de azufre16. Lamezcla de estos dos compuestos no se logróseparar. También es de mencionar que estos crudos de reacción presentaron un perfilcromatográfico complicadohaciendodifícil supurificación.Debido a esto,pormediodeesteprocedimientonofueposiblelaobtencióndelosproductosconsustituyentesOTHPyOBn,queademáspresentaronproblemasenlaetapadeciclaciónintramolecular.Enestecaso, se observó  mediante HPLC-MS la formación de las  1-(2-(alcoxiamino)etil)-3-ariltioureasintermedias,perodespuésdecalentarlasreaccionesa60°Cparafavorecerlaciclación, ya no fue posible observar los productos finales. En resumen, utilizando esteprocedimientoonepotseobtuvieroncrudosdereaccionesmuycomplejosydifícilesdepurificarporcromatografía.Algunosdelosproductosfinalesresultaronserinestablesenla columna cromatográfica. Debido a esto, se procedió a repetir las reacciones, en estecaso,aislandoypurificandolastioureasintermedias.
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3.3 Preparacióndelasbis(1-alcoxi-2-iminoimidazolidinas)33c,33e, 34a,34e,34c,
34e,38a,b,35c,35e,36b,36c,y36e.Lareaccióndelosisotiocianatos29 32conlasetilendiaminas19c,20cy22cpermitióobtener las1-[(2-(alcoxiamino)etil)]-3-ariltioureas37 -43conrendimientosmoderados(Esquema3.14).
Esquema3.14
La purificación de los compuestos37,41 -43 se realizó por cromatografía flash sobresílice con un gradiente de hexano/AcOEt (80:20 ® 0:100). Se observó durante lapurificación,quelosproductosprecipitabanenlacolumnadebidoasupocasolubilidadenel eluyente utilizado. Por este motivo, la purificación del compuesto 38 se realizó porprecipitación en metanol, mientras que los compuesto 39 - 40 fueron purificados porprecipitaciónenDCMfrío.Siguiendoelmismoprocedimientodedesproteccióndelgruponosilo usado en la síntesis one pot (PhSH/K2CO3), las 1-(2-(alcoxiamino)etil)-3-ariltioureas3743fueronredisueltasenDMFanhidra.Unavezañadidoslosreactivosdedesprotección y para evitar la descomposición de estos compuestos, las reacciones sedejaron a temperatura ambiente y en agitación entre 7 y 14 días. El cambio en lametodología de la síntesis de estos compuestos, nos permitió obtener las 1-alcoxi-2-arilimidazolidinas33c, 34a,34c,35b,35c,36by36c(Esquema3.15)conrendimientosmoderadosybajos.
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Esquema3.15
Enelcasodelcompuesto34c,seobservóporHPLC-MSquedespuésdeladesproteccióndelgruponosilo,nosedabalareaccióndeciclaciónintramolecular.Lareacciónsecalentóentonces a 40°C. Después de un día de reacción a esta temperatura, solo se siguióobservandoelcompuestointermedio44(Esquema3.16). Paraaumentarlaelectrofiliadelcarbonotiocarbonílicoyasífavorecerlareaccióndeciclación,sedecidiómetilarlatioureaintermedia 44 para general la sal de isotiouronio tal como se muestra en el esquema3.1611.  El compuesto intermedio 44a se detectó por HPLC-MS. La reacción se dejóentonces en agitación a temperatura ambiente durante una noche, observándose laformacióndelcompuesto34c(Esquema3.16).
Esquema3.16
Lametodologíausadapara la purificaciónde estos compuestos fue la cromatografía encolumna.Enelcasodeloscompuestos33c,34a, 35cy36cseutilizóunacolumnaflash
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sobre sílice y como eluyente un gradiente de DCM/MeOH (100:0® 90:10). Para elcompuesto34cseutilizóalúminaneutraparaevitarlaposibledegradacióndelmismo.LadesproteccióndelgrupoTHPdeloscompuestos33c,34c,35cy36cserealizóutilizandounadisolucióndedioxanosaturadoconHCl(g).Terminadaladesprotección,eldisolventefueeliminadoapresiónreducida.EstoscompuestosfueronpurificadosporprecipitaciónenMeOHobteniendolosdiclorhidratosdeloscompuestos33e36e(Esquema3.17)conbuenosrendimientos.
Esquema3.17
3.4 DeterminaciónporRMNde13Cdelaformatautoméricapredominanteenlos
derivadosbis(2-iminoimidazolidínicos).Debidoalapresenciadelnitrógenounidoalaposición2delanillodeimidazolidina,estetipodeheterociclopresentaunequilibriotautomérico(Figura3.2).Distinguircualeseltautómeropredominanteendisolución resultaposibleutilizando laRMNde 13Cpuestoque el carbono cuaternario C2 de la imidazolina tendrá un desplazamiento químicodistintosiseencuentracomotautómeroimino(~160ppm)oamino(~130ppm)
Figura3.2:Equilibriotautoméricodelgrupo2-iminoimidazolidina.Gómez-SanJuanetal. determinaronqueparaelcompuestoN-bencil-N-(4,5-dihidro-1H-imidazol-2-il)-4,5-dihidro-1H-imidazol-2-amina(A)cuyotautómeroobligadoeselamino,la señal del carbono C2 aparece a 127.7 ppm (Tabla 3.1)2a. En cambio, para los
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compuestos 1-[(2-(4-metoxifenilimino)imidazolidin-1-il]etan-1-ona (B) y N-benzilimidazolidin-2-imina (C) cuya forma tautomérica predominante es el imino, laseñal del carbono C2 del anillo de imidazolina se encuentra entre 160.0 ppm y 162.0ppm2a. En otro estudio, Isobe et al. prepararon varias 2-iminoimidazolidinas 1,3-disustituidas (D) en las que el único tautómero posible es el imino, observándoseseñalesparaelcarbonoC2delanillodeimidazolinaenelrango157.0162.0ppm(Tabla3.1)17. Jackmanet al. hicieronun estudioporRMNde 1Hy 13Cpara identificar la formatautoméricapredominanteenamidinascíclicas,guanidinaseimidazolinas18.Compararonlos espectros de RMN de laN-(2,6-diclorofenil)-1,3-dimetilimidazolidin-2-imina (E), endonde el anillode imidazolina estádisustituidopermitiendosolo la forma imino, conunaseriedeanálogosendondeelanillodeimidazolinaseencuentrasinsustituiromonosustituidopermitiendoelequilibriotautomérico18(Tabla3.1).Loscompuestosendondesipuedeexistirelequilibriotautoméricoamino/imino,laseñaldeC2seencuentraentre156.2158.4ppm,locualesmásconsistenteconlaformatautoméricaiminacomolomencionanJackmanetal.18.
Tabla3.1:DesplazamientoquímicodelaseñaldelcarbonoC2dediferentederivadosde2-iminoimidazolidínicos2a porRMNde13CenCDCl3
Cmpto Estructura
DesplazamientoquímicodelcarbonoC2
delanillodeimidazolina
(ppm)
Ref.
A 127.7 2a
B 160.0 2a
C 162.0 2a
D 157.0-162.0 26
Síntesisyestudiodederivados1-alcoxi-2-iminoimidazolidínicos
43 
Continuación:Tabla3.1:
E 155.1 18
F 155.9 18
G 157.8 18
H 156.2 18
I 158.4 18
Enelcasodenuestroscompuestos,lasseñalesdelcarbonoC2seencuentranenelrango158.0160.0ppm.Acontinuación,secomparanlosvaloresdedesplazamientoquímicodeRMNde13Cdedostiposdecompuestosbis-(2-iminoimidazolidínicos)sintetizadosenesta tesis: 1) la serie con el espaciador amida (X =NHCO),moléculas no simétricas endondeseobservandosseñalesparael carbonoC2delanillode imidazolina;2) laserieconespaciadoretilénico(X=CH2CH2),moléculassimétricasendondeseobservaunasolaseñalparaestemismocarbono.LosresultadossemuestranenlaTabla3.2.
Tabla3.2:Desplazamientosquímicosde lasseñalesdelcarbonoC2de losderivados2-iminoimidazolínicos 33a 33e y35a 35epor RMNde 13Cendisolución enCDCl3a yDMSOb.
Compuesto X R Desplazamientoquímicodelcarbono C2(ppm)
33aa NHCO OMe 158.7y158.033ba OEt 159.0y158.433ca OTHP 159.6y159.1
33eb OH 160.1y159.5
35aa CH2CH2 OMe 158.835ba OEt 159.135ca OTHP 159.6
35eb OH 159.9
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Enel casode estos compuestos, el carbonoC2muestrauna señal deRMNde 13Cenelrango 158.0  160.1 ppm, lo que concuerda con lo reportado en la literatura para eltautómero imino (ie,  > 150.0 ppm). Por lo tanto, en el caso de los compuestosimidazolidínicos sintetizados en esta tesis, podemos concluir que el tautómeropredominanteendisolucióntantoenCDCl3(33ac,35ac)comoenDMSO(33e,35e)eselimino.
3.5 Ensayosbiológicos
3.5.1 Ensayos invitroconcepassilvestresyresistentesdeT.bruceide lasbis(1-
alcoxi-2-iminoimidazolidinas)
3.5.1.1ActividadinvitrocontraT.b.rhodesienseLos compuestos 33ae, 34ae, 35ae y 36ae se ensayaron in vitro contra T. bruceiutilizandounensayodeviabilidadconunindicadormetabólicodelafuncióncelular:lasalsódicaderesazurinatambiénconocidacomoAlamarBlue.Enesteensayo,elcoloranteseañadealmediodecultivode losparásitosquecontieneel compuestoaensayarparadeterminar la sensibilidad de los tripanosomas a dicho compuesto19. Si el compuestoensayadonotieneefecto,losparásitosvivosmetabolizanlaresazurina(azul)aresorufina(violeta) lo que permitemedir el efecto del compuesto ensayado bien por fluorimetríabienporcolorimetría(Figura3.3).Laintensidaddelaseñalesproporcionalalnúmerodeparásitosvivosenelmediodecultivoporloquesepuedecuantificarelefectoinhibitoriodelcompuestoensayado.
Figura3.3:Ejemplodecambiodecolorde laresazurina(azul)aresorufina(rojo)enunensayo invitrodeviabilidadcelular
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Conelmismoensayo,seevaluótambiénlacitotoxicidaddeloscompuestossobrecélulasdemamífero(células-L6derata)parapoderdeterminarelíndicedeselectividadhacíaelparásito: IS = (CI50 células L6) / (CI50 parásito)19. Los resultados de estos ensayos semuestranenlasiguientetabla.
Tabla3.3:Actividadinvitrodeloscabezasdeserie25ydesusderivadosbis(1-alcoxi-2-iminoimidazolidíicos)contraT.b.rhodesienseycitotoxicidadsobrecélulasL6
Compuesto X R T.b.rhodesiensea Citotoxicidad L6b IScCI50(M)d
2 NHCO H 0.025e 193e 7720
33a NHCO OMe 18.5 75.6 4
33b NHCO OEt 11.6 101.9 8.8
33c NHCO OTHP 16.7 26.1 1.5
33e NHCO OH 0.888 >213 >240
3 NHCONH H 0.122e 104e 852
34a NHCONH OMe 149.6 112.7 0.7
34b NHCONH OEt 45.9 >192 >4
34c NHCONH OTHP 19.5 23.2 1.2
34d NHCONH OBn 2.4 30.9 12.8
34e NHCONH OH 7.9 >206 >26
4 CH2CH2 H 0.054e 34.9e 646
35a CH2CH2 OMe 10.9 77.7 7
35b CH2CH2 OEt 3.55 35.9 10
35c CH2CH2 OTHP 2.72 7.6 2.8
35e CH2CH2 OH 5.36 88.4 16.5
5 DHA H 0.060e 37.2e 620
36c DHA OTHP 3.49 19.1 5.4
a T. brucei rhodesiense STIB900 tripomastigotes. Control: melarsoprol, IC50 = 0.005 µM.b Células L-6 de mioblastosesqueléticos de rata. Control: podofilotoxina, IC50 = 0.012 µM; c Indice de Selectividad = [CI50 (células L6) / CI50 (T. b. r.)]. dConcentración inhibitoria 50 = concentración necesaria para inhibir el creciemiento del 50% de los parásitos. e Datospublicadospreviamente20.Los resultados de este ensayo muestran que la mayoría de los nuevos compuestospresentanunaactividadmoderadacontraT.b. rhodesienseenel rangomicromolarbajo(CI50<50M).Tansoloelcompuesto34aestotalmenteinactivoconunaCI50porencimadeestevalor.SeobservaciertainfluenciadelanaturalezadelsustituyenteN-ORsobrela
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actividad tripanocida. Así pues, el orden de actividad decreciente dependiendo delsustituyentees:OH³OTHP~OBn>OEt>OMe.Encomparacióncon loscompuestoscabezadeserie25, todos losN-alcoxiderivadospresentaronactividaddelordende20a160vecesmenorcontraT.brucei.Estapérdidadeactividad era esperada ya que dichos compuestos fueron preparados como posiblesprofármacos que necesitarían una bioactivación in vivo para generar los compuestosactivos21.Sinembargo,cabedestacarlaactividadtripanocidadelcompuesto33e(CI50<1
M) que a su vez presentó el menor valor de citotoxicidad teniendo un índice deselectividad mayor a 200 frente a células de mioblastos esqueléticos de rata. Es dedestacartambiénqueloscompuestosqueposeensustituyentesN-hidroxilos(33e36e)sonmenoscitotóxicosqueloscompuestossinsustituir(i.e.cabezasdeserie25).Estosetraduceenunosíndicesdeselectividadmásaltosparadichoscompuestos.
3.5.1.2ActividadinvitrosobrecepasresistentesdeT.bruceiEl fenómenode resistencia cruzada esunproblemaque se observa amenudoentre losfármacos tripanocidas existentes (pentamidina, melarsoprol) y los compuestosdicatiónicos de tipo diamidina. Las diamidinas son sustratos del transportador deaminopurinasTbAT1/P222ydelostransportadoresdepentamidinadealtaybajaafinidad(HAPT y LAPT, respectivamente) del parásito T. brucei23. La ausencia de uno omás deestos transportadores en el parásito es responsable de la resistencia cruzada entre losfarmacosarsenicalesylasdiamidinas24.Puestoquelaestructuradenuestroscompuestosse parece a la de las diamidinas, y que poseen el farmacóforo reconocido por eltransportador P2, decidimos ensayar la actividad de nuestrasmoléculas con diferentescepasresistentesdetripanosomas(TbAT1-KOyB48).Asípues,paraestablecersuperfilde resistencia, el derivado más activo (33e) y el compuesto cabeza de seriecorrespondiente(2)seensayaronsobrelacepasilvestre(WT)deT.b.bruceiylascepasresistentesafármacos(TbAT1-KOyB48).Elcompuesto2 fueaproximadamente5vecesmásactivocontralacepasilvestredeT.b.bruceiencomparaciónconcualquieradelasdoscepasresistentesconfactoresderesistenciade4.5y5.2paralascepasTbAT1-KOyB48,respectivamente (Tabla 2). Estos resultados indican que la captación celular delcompuesto cabeza de serie2 (sin sustituir) depende en partedel transportador TbAT1(compararWTvsTbAT1-KO),mientrasquelaexpresióndeHAPT1nopareceinfluirenlasensibilidadde este compuesto (compararTbAT1-KOvsB48). En contraste, elderivado
33emostró actividades similares sobre las tres cepas deT. brucei indicando que estostransportadoresnosonesencialesparalaabsorcióndeestamoléculaenelparásito.
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Tabla3.4: Actividadinvitrodelcompuestocabezadeserie2ysuN-hidroxiderivado
33esobrecepassilvestresyresistentesafármacosdeT.brucei.CI50 (µM)Compuesto WTa n TbAT1-KOb n FRc B48d n FR
2 5.70±0.96 3 25.5±3.5 3 4.5 29.6±3.6 3 5.2
33e 15.5±2.0 3 17.1±1.9 3 1.1 18.6±2.1 3 1.2
a Cepa silvestre: tripomastigotes de T. b. brucei s427; b T. b. brucei knockout: cepa que no posee un transportador P2funcional y es resistente a diminaceno; c Factor de resistencia en comparación con la cepa silvestre; dLa cepa B48 es unmutante derivado de la cepa TbAT1-KO que no posee un transportador HAPT funcional. Dicha cepa es resistente aldiminaceno,lapentamidinaylosmelaminofenilarsenicales.
3.5.2 EnsayosinvivoenmodelosmurinodeenfermedaddelsueñoDespuésdelosensayosinvitro,sellevaronacaboensayosinvivoenmodelosmurinosdela enfermedad del sueño con todos los derivados N-alcoxilados sintetizados,independientemente de su actividad intrínseca in vitro. En efecto, dichos compuestosfuerondiseñadoscomopotencialesprofármacosquerequierenmetabolizarseinvivoparagenerar lasespeciesactivaspor loquedichosensayoserannecesariosparacomprobarnuestrahipótesis.
3.5.2.1Actividadinvivoenlafasetemprana(fasehemolinfática)delaTAH.Loscompuestoscabezadeserie25yloscompuestos33a-b,33e,34a-b,34d-e, 35a-b,
35d, 36a,y36efueronensayadosinvivoenlaprimerafasedelaenfermedaddesueñoutilizandoelmodelomurinoSTIB90025.Enesteensayo,losratonessoninfectadosconelparásitoT.b.rhodesienseporloquedesarrollanunainfecciónhemolinfáticaaguda(ie,sininfeccióndelSNC).EstemodelodeinfecciónporT.b.rhodesiensetienelacaracterísticadeser difícil de curar. De hecho, los fármacos de referencia como la pentamidina y eldiminacenonosoncapacesdecurarestemodelodeTAH.Paraesteensayo,gruposde4ratones infectados por T. b. rhodesiense fueron tratados con los diferentes compuestosdurante 4 días consecutivos (día 1, 2, 3, y 4 post-infección), bien por administraciónintraperitoneal(ip)obienporvíaoral(po).Secalculóparacadagrupoeltiempomediode recaída en la parasitemia (i.e. reaparicióndeparásitos en la sangre) y elnúmeroderatonescurados,enestecaso,losratonessupervivientesylibresdeparásitosdespuésde60días.LosresultadosdeesteensayosemuestranenlaTabla3.5.
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Tabla3.5:Actividadinvivodeloscompuestoscabezadeseries25ydesusderivadosbis-(1-alcoxi-2-iminoimidazolidínicos) en modelos murino de la infección por T. b.
rhodesiense. El modelo STIB900 de infección aguda reproduce la fase temprana(hemolinfática)delaTAH.
Cmpto X R Viadeadministracióna dosis(mg/Kg) Curadob/Infectado Tiempomedioderecaída(días)cControl - - 0/4 7d
2
NHCO
H ipipippo
4×204×104×54×50
4/4e
4/4
4/4
4/4
>60
>60
>60
>60
33a OMe ippo 4×504×100 0/40/4 810.5
33b OEt ippo 4×104×50 0/40/4 77
33e OH ipipipippo
4×50
4×20
4×104×54×50
4/4
4/4
1/40/40/4
> 60
>60>3120.510.5
3
NHCONH
H ipipippo
4×204×104×54×50
4/4e
2/4
3/40/4
>60
60
609.5
34a OMe ippo 4×104×40 Tf0/4 T7
34b OEt ippo 4×504×100 T0/4 T7
34d OBn ippo 4×504×100 0/40/4 77
34e OH ip 4×40 0/4 12.75
4 CH2CH2 H
ipipippo
4×204×104×54×50
4/4
1/40/40/4
>60
46.7515.757
35a OMe ippo 4×504×100 0/40/4 Tg7
35b OEt ippo 4×304×50 0/40/4 77.75
35e OH ip 4×50 0/4 14
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a ip = intraperitoneal, po = vía oral. bNúmero de ratones que sobrevivieron y fueron libres de parástitosdurante60días.cPromediodedíasderecaídaenlaparasitemia.dLosratonescontrolessonsiemprepositivos(ie,conparasitemia)ysonsacrificadoselséptimodíadelexperimento.eDatospreviamentereportadosenlareferencia[20].fTóxicodespuésdelaprimeraadiministración.gSubtóxico:2ratonesmurieron(día5)duranteeltratamiento.
Los compuestos cabeza de serie 25 fueron muy efectivos en este modelo de fasetempranadelaTAH,siendocapacesdecurarlosratonesadosisbajas(5mg/Kgpara2y3y10mg/Kgpara4y5)cuandofueronadministradosporvíaintraperitoneal.Además,hayquedestacarqueelcompuestocabezadeserie2fuetambiéncurativoporadministraciónoral a la dosis de 50 mg/Kg. Sin embargo, ninguno de los nuevos N-alcoxi derivadosensayadosmostró actividaddestacable cuando fue administradopor vía oral.De hecho,los compuestos con sustituyentes 1-metoxi (33a-36a), 1-etoxi (33b-35b), y 1-benciloxi(34d) resultaron inactivos tantopor vía oral como por vía intraperitoneal. Además, losderivados1-metoxi (34a,35a)y1-etoxi(34b)mostraron toxicidadporvía ipa ladosisensayada.Dichatoxicidadnoseobservócuandofueronadministradosporvíaoral.En cambio, los compuestos con sustituyentesN-hidroxilo (33e,35e,34ey 36e) fueroncapacesdeaumentareltiempomedioderecaídaenlaparasitemiaaladosisde5,40,50,y20mg/Kg/día (ip), respectivamente. El resultadomás destacado proviene del derivado
33e(X=NHCO,R=OH)quellegóasercurativoen4/4ratonesporvíaintraperitonealaladosis de 20 mg/Kg (Tabla 3.5). Sin embargo, dicho compuesto resultó escasamenteefectivocuandofueadministradoporvíaoralaladosisde50mg/Kg.
Enresumen,enestasserieslaintroduccióndesustituyentesalcoxilosobreelnitrógenoN1de los anillosde imidazolidina resulta enunadisminuciónde la actividad in vitroyunatotal pérdida de la actividad in vivo. Es de mencionar que los compuestos 33a y 33epresentaronactividaddébilporadministraciónoral.Porel contrario, la introduccióndesustituyentes hidroxilo sobre el nitrógeno N1 de los anillos de imidazolidina generacompuestosqueconservanciertaactividad invivoenesteensayodefasetempranadelaTAH. En particular, elN-hidroxi derivado33e (X = NHCO, R = OH) resultó muy activo(100%curativo)sobrelafasetempranadelaenfermedaddelsueñoenelmodelomurino
ContinucaciónTabla3.5
5 DHA H
ipipippopopo
4×204×104×54×504×204×10
4/4e
3/40/40/40/40/4
>60
>6025.51389.25
36a OMe ippo 4×504×50 0/40/4 77
36e OH ippo 4×204×50 0/40/4 18.257
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STIB900.Porlotanto,sedecidióprobarsuactividadenelmodelomurinoGVR35defasetardía(neurológica)delaTAH.
3.5.2.2Actividadinvivoenlafasetardía(faseneurológica)delaTAHLa fase neurológica de la TAH se caracteriza por que T. brucei ha cruzado la BHE y selocalizaenelcerebroyenellíquidocefalorraquídeo.Portalmotivo,losfármacosútilesenesta fase tienen que ser capaces de cruzar la BHE. Debido a los buenos resultadosobtenidosenelensayoinvivoenlafasehemolinfática,sedecidióprobarelcompuesto33eenelmodelomurinodeinfeccióncrónicaGVR35.Dichomodeloreproducelafasetardíadela enfermedad del sueño. En este ensayo, los ratones fueron infectados por T. b. brucei(cepaGVR35)hastaobservareldesarrollode la faseneurológicade laTAH.Estaocurreaproximadamente14díaspost-infección.Elaceturatodediminacenoseusócomofármacocontrol.Cuandoseadministraprontodespuésdelainfección(ie,antesdelainfeccióndelSNC),eldiminacenoeliminalosparásitosdelasangreyprevienelaaparicióndelaformaneurológicadelaenfermedadenratones26.Cuandoseadministra21díaspost-infección,eldiminaceno solo elimina los parásitos del sistema sanguíneo periférico. Puesto que loratones ya han desarrollado la fase neurológica de la enfermedad, se observa lareaparición de la parasitemia en la sangre después de algunos días (ie, los parásitosmigrandesdeelSNChacíaelsistemasanguíneoylinfático).Asípues,tresgruposderatonesfuerontratadosdiariamentedurante5días(días1418post-infección) con los compuestos2,33e, y aceturatodediminaceno, respectivamente.Luego,losratonesfueronmonitorizadosdurante180díasmediantedeteccióndelparásitoen sangre. Para cada compuesto se calculó el tiempomedio de supervivencia libre deparásitos (Ts). Pasados 180 días sin detectar en parásito en la sangre, el ratón esconsideradocurado.Losresultadosdelensayosepresentanenlatabla3.6.
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Tabla 3.6: Actividad in vivo del compuesto cabeza de serie2 y de su derivado bis(1-hidroxi-2-iminoimidazolidínico)33e enelmodelomurinode infeccióncrónicaporT.b.
brucei.ElmodeloGVR35deinfeccióncrónicareproducelafasetardía(neurológica)delaTAH.
Compuesto R Víaadmin.a
Dosis
(mg/kg)
Curadob/
Infectado
Tiempomedio
tiempode
recaída
(días)c
TS
(%del
control)daceturatodediminaceno  ip 1×40 0/5 47 100%
2 H ipip 5×505×20 Te0/5 Te51 108%
33e OH ipip 4×405×100g 1/40/4 78.7f52.3h 171%143%
a ip = intraperitoneal. bNúmero de ratones que sobreviven y están libres de parásitos durante 180 días. cTiempo medio de recaída de la parasitemia (en días). d Ts, Tiempo de supervivencia libre de parásitos;calculadocomo100×(tiempomedioderecaídaparalosratonestratadosconelcompuesto/tiempomedioderecaídaparalosratonescontroltratadosconaceturatodediminaceno).eTodoslosratonesmurierondespuésdel cuarto tratamiento. f 3 ratones recayeron en los días 39, 46 y 50, un ratón sobrevivió sin parásitosdetectadospor180días.fEnesteexperimento,eltiempomedioderecaídaparaelratóncontroles46días(n=4).gCompuestoadministradob.i.d.hRatonescontroldeesteexperimento=36días(n=6ratones).
Elcompuestocabezadeserie2nopresentóactividadenlafaseneurológicadeTAHalasdosisprobadascomoanteriormentesehabíacomprobado.Encambio,elcompuesto33eresultóparcialmentecurativoenestemodelodefaseneurológicadelaTAHaumentandoeltiempodesupervivencialibredeparásitos,Ts,en171%encomparaciónconelcontrol(Tabla3.6).Cuandoseadministróaunadosisde100mg/Kgb.i.d.,33eaumentóelTsenun143%delcontrol.Estosdatos indicanqueelderivadoN-hidroxilo33e esmásactivosobre la infección cerebral por tripanosomas que el compuesto sin sustituir2. Además,hayquedestacarque33eresultamásseguroqueelcompuestocabezadeserie2puessepudoadministraraunadosisbastantealta(100mg/Kg)sinqueseobservasensignosdetoxicidadmientrasque2resultótóxicoaladosisde50mg/Kgip.
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3.5.3 ActividadinvitrocontraT.cruzi,L.donovaniyP.falciparumEssabidoqueloscompuestosdicatiónicossuelenteneractividadantiprotozoarianosolosobreT.bruceisinotambiénsobreotrosparásitosrelacionadosademásdeP. falciparum.Porlotanto,todosloscompuestos1-alcoxilotambiénfueroncribadosinvitrocontralosparásitos causante de la tripanosomiasis americana (T. cruzi), la leishmaniasis (L.
donovani)ylamalaria(P.falciparum).LosresultadosdeestosensayossepresentanenlaTabla3.7.
Tabla3.7:Actividad in vitrode loscompuestoscabezasdeserie24 ydesusderivadosbis(1-alcoxi-2-iminoimidazolidina)contraT.cruzi,L.donovani,yP.falciparum.
Cmpto X R T.cruzia L.donovanib P.falciparumK1c CitotoxicidadL6d
2 NHCO H nde nd 0.028f 193f
33a NHCO OMe 152.3 41.7 1.0 75.6
33b NHCO OEt 130.6 45.9 1.3 101.9
33c NHCO OTHP 37.7 92.0 2.2 26.1
33e NHCO OH 161.0 >213 1.73 >213
3 NHCONH H nd nd 0.028f 104f
34a NHCONH OMe >228 170.6 5.131 112.7
34b NHCONH OEt >192 96.3 6.3 >192
34c NHCONH OTHP 130.8 88.3 1.9 23.2
34d NHCONH OBn 13.7 1.0 4.6 30.9
34e NHCONH OH 107.8 >206 2.8 >206
4 CH2CH2 H nd nd 0.016f 34.9f
35a CH2CH2 OMe 31.9 137.6 1.1 77.7
35b CH2CH2 OEt 42.4 >176 0.778 35.9
35c CH2CH2 OTHP 8.5 87.5 0.935 7.6
35e CH2CH2 OH 111.4 178.7 0.642 88.4
5 DHA H nd nd 0.0186f 37.2f
36c DHA OTHP 26.0 45.6 0.60 19.1
a Amastigotes de la cepa Tulahuen C2C4; control: benznidazol, CI50 = 1.35 µM. b Amastigotes axénicos de la cepa 
MHOM/ET/67/L82; control: miltefosina, CI50 = 0.528 µM. c Estadio eritrocitario de la cepa K1 resistente a cloroquina y 
pirimetamina; control: cloroquina, CI50 = 0.132 µM d Células L6: mioblastos esqueléticos de rata; control: podofilotoxina, CI50 = 
0.012 µM. nd: eno determinado. 
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Enel casodeT. cruzi, los compuestonopresentaron actividad significativa, salvo en elcaso del compuesto 35c cuya CI50 está por debajo de 10 M. Sin embargo, dichocompuestonoesselectivoporelparásito.FrenteaL.donovanitansoloelcompuesto34dpresentóunaactividadinteresante(CI50=1M)conunaselectividadfrenteacélulasdemamíferodestacable(IS=30).LosmejoresresultadosseobtuvieronfrentealparásitoP.
falciparum.Todos los compuestospresentaron actividadmoderada contra esteparásitoconCI50enelrango0.6426.3M.Estosdatoscorrespondenaunapérdidadeactividad
in vitro > 30 veces para los 1-alcoxi derivados 3536a-e en comparación con loscompuestoscabezadeseriesinsustituir25.Sinembargo,estosresultadossugierenquelasbis(1-alcoxiimidazolidinas)podríanserbuenoscandidatosenlabúsquedadenuevosfármacoscontralamalaria.
3.6 DeterminacióndelpKaydelporcentajedeionizaciónapHfisiológicodelos
derivadosbis(2-iminoimidazolidínicos)Utilizandolametodologíapuestaapuntoenestatesis(Véasecapítulo6)hemosmedidoelpKadeloscompuestoscabezadeserie25ydelosderivados33a-b,e,34a-b,35a-b,ey
36a(Tabla3.8).Paracadamolécula,secalculótambiénelporcentajedeionizaciónapHfisiológico(pH7.4)conlaecuaciónsiguiente:
Para los compuestos cabeza de serie 2  5 se midieron pKas superiores a 9.3confirmándose la alta basicidad que presentan estos compuestos. Así pues, estoscompuestos se encontraránprotonadosapH fisiológico (pH=7.4) enunaproporción>98%, confiriéndoles un caráctermuy polar. Esto concuerda con la falta de actividad dedichoscompuestoscabezadeserieenlafaseneurológicadelaenfermedaddelsueñoyaquealestarcompletamenteionizadosnopodráncruzarlaBHEpordifusiónpasiva.La introducción de un grupo hidroxilo o alcoxilo sobre el nitrógenoN1del anillo de 2-iminoimidazolidinatieneporefectoladisminucióndelabasicidaddedichosderivadosenaproximadamente2unidadesdepKa(33a-e,34a-b,35a-e,36a).NoseobservaronapenasdiferenciasenelpKade lasmoléculas al cambiarunhidroxiloporunmetoxilo oetoxilo(comparar 33e con 33a-b, y 35e con 35a-b). En estas series, destacan los derivados
33a,b,e convaloresdepKapróximosa7.4.Dichoscompuestossoloestarán ionizadosal50% en el medio fisiológico lo que debería mejorar su permeabilidad a través de las
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membranasbiológicas.Enelcasodelcompuesto33e,estosresultadosconcuerdanconlaactividadobservadainvivoenelmodelomurinodeinfeccióncerebral.
Tabla3.8:MedidasexperimentalesdepKayporcentajedeionizaciónapHfisiológicodelasbis(2-iminoimidazolidinas)ysusN-alcóxiderivados.
Cmptoa X R (nm)b pKa± SDc %Ionización
apH7.4
2
NHCO
H 258/308 9.29±0.07d 98.7
33a OMe 258/312 7.27±0.09 42.6
33b OEt 258/308 7.34±0.03 46.6
33e OH 258/298 7.43±0.10 51.7
3 NHCONH H 260/292 10.34±0.04 99.934a OMe 240/270 7.95±0.05 78.0
34b OEt 258/296 8.27±0.07 88.1
4
CH2CH2
H 260/310 10.71±0.10 99.9
35a OMe 236/262 8.01±0.12 82.3
35b OEt 238/262 8.01±0.21 82.3
35e OH 238/264 7.97±0.13 78.8
5 H 272/288 9.82±0.26 99.6
36a OMe 272/290 7.53±0.14 87.4
aElcompuestofueredisueltoenDMSO(soluciónmadre)ydiluidoconelcorrespondientebufferparaalcanzaruna concentración de 0.2mMencadapocillo (2%DMSO v/v).). bLongitud de ondaanalítica.  c pKa de losgrupos iminoimidazolínicos; solamente pudo ser calculado un valor de pKa para ambos gruposiminoidazolínicos.dElvalordelpKafuecalculadodelpromediodealmenos3medidas.
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3.7 Estudios de permeabilidad en la BHE, unión a proteínas plasmáticas y
metabolismohepáticodelderivadoN-hidroxilado33e.
3.7.1 Evaluacióninvitrodelacapacidaddeloscompuestosparacruzarlabarrera
hematoencefálicaCon el fin de corroborar los buenos resultados obtenidos con el compuesto 33e en elmodelomurinode fase tardíade laTAH,nospropusimosmedir in vitro lacapacidaddedicho compuesto (y del correspondiente cabeza de serie 2) para atravesar la BHE.Sabemosqueparaobteneractividadenlasegundafasedeestaenfermedadesnecesarioqueloscompuestoscrucenestabarrerafisiológica.Parasimularlamisma,sehanutilizadocélulas endoteliales microvasculares inmortalizadas de cerebro humano (hCMEC/D3)cuyautilidadcomomodeloinvitrodeBHEestábienestablecida27.Amaneradereferencia,fueutilizadocomofármacocontrollapentamidinacuyapermeabilidadenlaBHEesbaja,resultando incapaz de curar la infección cerebral por T. brucei28. Como referencia detransportepasivoparacelularatravésdelasunionescelularesfueutilizadoelcompuestofluorescentehidrofílicoLuciferyellow(LY);ladifusiónparacelulardelLYatravésdelaBHEestáfuertementerestringidaporlapresenciadeunionesestrechasentrelascélulasendoteliales.Porlotanto,unabajapermeabilidaddelLYenesteensayonosindicaquelascélulasendotelialesestánsumamenteunidassimulandodemuybuenamaneralaBHE.
Figura3.4:EstructuradelaPentamidinaydelLuciferYellow(LY).Estetipodeensayotienelacapacidaddediscriminarcompuestosconbaja,medianayaltapermeabilidad. En este ensayo, las células endoteliales cerebrales fueron cultivadas enplacas tipo Boyden delimitándose dos compartimentos: los compartimentos luminal(arriba) y abluminal (abajo) que representan los compartimentos sanguíneo y cerebral,respectivamente(Figura3.5).Parainiciarelensayo,loscompuestosfueroncolocadosenelcompartimientoluminal.Adiferentestiempos(10,25y45min),cadainsertodecultivo(conysincélulas)setransfirióaunnuevocompartimentoinferiorconteniendotampóndetransportefresco.
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Figura3.5:EsquemadeunacámaradeBoydenconinsertoutilizadaenelensayoinvitrodepasodeBHE.Lasuperficiedelinserto(ie,filtroconmembranapermeable)estáprecubiertaconcolágenoyunamonocapadecélulasendotelialeshCMEC/D3.
Al final del ensayo, la cantidad de cada compuesto en los compartimentos inferiores adiferentes tiempos, en el compartimento superior al final del experimento, y en ladisolución de trabajo se cuantificó por HPLC. Los coeficientes de permeabilidad secalcularonmedianteel principiode aclaramiento, esdecir apartir de la pendientedelvolumendefármacoaclaradodesdeelcompartimentoluminalalabluminalenfuncióndeltiempo(véaselosdetallesenlaparteexperimental).Antedeiniciarelensayo,seevaluólacalidaddelmodelodeBHEmidiendo lapermeabilidaddelLY.ElvalordepermeabilidaddelLY(Pe=1.63+/-0.09×10-3cm/min),quecorrespondeaunabajapermeabilidad,senormalizóaunvalorde100%.Acontinuación,sedeterminólaconcentracióndetrabajoalacual loscompuestosensayadosnoafectabanlamonocapadecélulasendoteliales.EstoseconsiguiómidiendolapermeabilidaddelLYenpresenciadedichoscompuestos.Enelcasodeloscompuestos2y33e,laconcentracióndetrabajofuede100M.Losresultadosobtenidossemuestranenlasiguientegráfica.
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Grafica3.1:Valoresdepermeabilidadinvitrosobrelalíneacelularendotelialdecerebrohumano(hCMEC/D3)delapentamidina,2,y33ecomparadosconelLY.
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La pentamidinamostró un valor de permeabilidad similiar al LY (Gráfica 3.1,  91% vs100%), lo que corresponde a una baja permeabilidad en este modelo in vitro. Elcompuestocabezadeserie2mostróunvalordepermeabilidadligeramentesuperioralLY(133%), aunque sigue siendounapermeabilidadbaja en este ensayo si se compara conotros compuestos como la fenitoina y el diazepam que poseen una permeabilidadintermediayaltaenlaBHE27a.Demodosorprendente,elcompuesto33emostróunvalordepermeabilidad aúnmásbajo (74%)que el compuesto cabezade serie2. Sedescartóqueelcompuestopudierasermetabolizadoporlascélulasendotelialesyaqueelbalancedemasadeloscompuestosfuealrededordel100%entodoslosexperimentos.Debidoaque el compuesto 33e fue el compuesto más activo in vivo en el modelo de faseneurológicadelaTAH(Tabla3.6),esposiblequepenetreenelcerebroutilizandootravíadiferentea ladeladifusiónpasivaatravésdelaBHE.Paracomprobarsinuestroensayoera capaz de detectar el paso del compuesto33e a pesar de su baja permeabilidad, serealizóunexperimentoadicionalaplicandounchoqueosmóticoalascélulasendoteliales.Dichotratamientoinduceunadestruccióntemporaldelasunionesestrechasdelascélulasendoteliales permitiendo la libre difusión paracelular de los compuestos ensayados. Asípues, se midió la permeabilidad de 33e y del LY después de someter las células a unchoquehiperosmóticoconunadisolución1.4Mdemanitol.Comoseobservaenlagráfica3.2,laspermeabilidadesdelLYyde33e aumentaronampliamente:692%vs100%paraLYsolo,y217%vs49%para33esolo.
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Gráfica3.2:ValoresdepermeabilidadinvitrosobrelalíneacelularhCMEC/D3de35eenausenciaypresenciademanitolyalbuminadesuerohumano(BSA),respectivamente.
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Este ensayo confirmó que era posible aumentar la permeabilidad de 33e cuando lasunionesestrechasdelascélulasendotelialesestánalteradas.Por lotanto,esposibleque
33epuedaalcanzarelcerebrode losratonesporrutasdistintasa lavíaparacelularo ladifusión libre a través de ambas membranas plasmáticas endoteliales. Así, 33e podríapasar por transcitosis o ser transportado activamente hacía el cerebro a través de lascélulasendotelialescerebrales.Durantelosestudiosdepermeabilidad,seañadióalbúminadesuerobovino(BSA)enelbufferdelensayocon lafinalidaddefacilitar latranscitosis.Sin embargo, la presencia del BSA no aumentó la permeabilidad del compuesto 33e(Figura 3.2, 28% vs 49% para 33e solo) indicando bien una baja afinidad por estaproteína,obienque latranscitosisnoes larutaprincipaldeentradaenelcerebro.Paraconfirmar estosdatos, se estudió la unión a albuminade suero humano (HSA)de estoscompuestosutilizandolatécnicaderesonanciadeplasmóndesuperficie.Losdetallesdeesteensayoserecogenenelcapítulo7deestatesis.Cabedestacarqueenestosensayos,elcompuesto cabeza de serie2mostró una unión intermedia a la HSAmientras que33emostró poca unión a dicha proteína, confirmando los resultados observados en losensayosdepermeabilidad.Esimportanteresaltarqueesebajoniveldeuniónalaproteínaplasmática HSA debería influir positivamente sobre la actividad de este compuestomedianteelaumentodesuconcentraciónlibreenlasangre.
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3.7.2 EnsayoinvitrodemetabolismohepáticodelderivadoN-hidroxilado33eNuestrahipótesisdetrabajoalsintetizarderivadosN-alcoxiladosdeloscabezasdeseriefuequedichoscompuestospodríanactuarcomoprofármacosde lasespeciesactivassinsustituir (2  5). Esta hipótesis se basaba en trabajos descritos en la literatura conderivadosdeamidinayguanidinaparecidosaunquenoiguales29.Elmetabolismohepáticode N-hidroxiamidinas (Ej. benzamidoxima) y N-hidroxiguanidinas (Ej. N-hidroxidebrisoquina) con microsomas, fracciones mitocondriales y hepatocitos ha sidoestudiado ampliamente (Figura 3.6). Clement et al. caracterizaron el complejomitocondrialdereduccióndeamidoximas(mARC,porsussiglaseninglés)29c, 30comoelresponsable de la reducción de las amidoximas y N-hidroxiguanidinas a amidina yguanidina,respectivamente29b.
Figura3.6:MetabolismodeN-hidroxiamidinasyN-hidroxiguanidinasporelcomplejomARC29bParacomprobarsielcompuestoN-hidroxilado33epodríametabolizarseconelcomplejomARC, se llevaron a cabo estudios in vitro de metabolismo de 33e con microsomas yfraccionesmitocondrialeshumanos siguiendo el protocolodescritoporClementet al.29hDichos estudios fueron realizados por el Dr. Tomás Herraiz del Instituto de Ciencia yTecnologíadeAlimentosyNutrición(ICTAN)delCSIC.Enestosensayos,losmetabolitosseanalizaronycuantificaronporHPLCusando loscompuestosdepartidaymetabolitosesperadoscomopatronesinternos.
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En primer lugar, se puso a punto el ensayo y se validó estudiando la reducción de labenzamidoximaabenzamidina(ambosproductoscomerciales,Figura3.6),obteniéndoseresultadossimilaresalosdescritosenlaliteratura31.Unavezvalidadoelensayo,sellevóacabo el ensayo con el compuesto 33e tomando el compuesto 2 como metabolito finalesperado en dicha reacción (Figura 3.7). Después de 50 minutos de incubación conmicrosomas humanos en presencia de NADH en una concentración de 1.2 mM no sedetectóningúnmetabolitoysolosedetectóelproductodepartida33e.Estosresultadosindican que el complejomARC nometaboliza la 1-hidroxi-2-iminoimidazolidina33e in
vitro,porloquedichocompuestoposiblementenoseactiveporesavíametabólica(oporninguna)invivo,aunqueotrasvíasmetabólicasnosepuedandescartar.
Figura37:Hipótesisdepartidasobreelmetabolismode35eporelcomplejomARC.Enconclusión,parecequeelderivado33enosemetaboliza(almenosporelmecanismopropuestocomohipótesisenestatesis)alcompuestocabezadeserie2,sugiriendoquesuactividad in vivo en losmodelosmurinos de TAH se debe a su actividad antiparasitariaintrínsecanadadesdeñable(i.e.,CI50=0.888µMcontraT.b.rhodesiense).Paracorroborarestos datos, el compuesto 33e fue enviado al Instituto Tropical Suizo para realizar unensayo de farmacocinética en ratones con el fin de determinar sumetabolismo in vivo.Dicho ensayo no había concluido en el momento de escribir esta memoria por lo queseguimospendientesdeanalizarestosresultados.
3.8DiscusióndelosresultadosSe han sintetizados una nuevas series de derivados 1-alcoxilados de las bis(2-iminoimidazolidinas)cabezasdeserie2 5 fueronsintetizadasconel findemejorarsuactividadinvivoenlasegundafasedelaenfermedaddelsueño.Paracombatirestafasedelaenfermedad,quesecaracterizaporlapresenciadeparásitosenelcerebroyenelfluidocerebroespinal,sehacennecesariosfármacoscapacesdecruzarlaBHE.Sabemosquelasbisimidazolidinas son compuestos dicatiónicos que estarán protonados apH fisiológico;porconsiguiente, supermeabilidaden laBHEsevecomprometida.Enesta tesis,hemosdemostrado que los derivadosN-alcoxilados poseen un valor de pKa  hasta 2 unidadesmenor en comparación con los compuestos cabezas de serie sin sustituir. Por lo tanto,
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estosnuevosderivadosestaránmenosionizadosapHfisiológico,locualpuedetraducirseenunamayorbiodisponibilidadenelSNCenlosensayosinvivo.Hemosobservadociertacorrelación entre el pKa de nuestros compuestos y su actividad in vivo en el modelomurino de fase tardía de la enfermedad del sueño, lo que era lo esperado según lahipótesis planteada en esta tesis. Así, el compuesto 33e, el cual tiene solo un 50% deionizaciónapH7.4,fueelcompuestomásactivodelaserieendichoensayo.Aunqueloscompuestos33a-cposeenvaloresdepKasimilaresalcompuesto33eresultaroninactivos
in vivoprobablementedebidoalconjuntodedos factores:unaausenciadebioactivaciónmetabólicayunabajaactividadintrínseca(CI50>10µM).EsinteresanteresaltarqueloscompuestosmásactivossobreT.brucei,tantoinvitrocomo
in vivo, fueron los derivadosN-hidroxilados 33e  36e. Dichos derivados consiguieronaumentareltiempoderecaídaenlaparasitemiaenelmodeloSTIB900deTAHmientrasque el compuesto 33e fue curativo en dicho ensayo. Por este buen resultado, estecompuestofueensayado invivoenelmodelomurinodelafasetardíadelaenfermedad.Enestemodeloelcompuesto33eaumentóeltiempoderecaídadelaparasitemiaen143-171%,adiferenciadelcompuestocabezadeserie2quenopresentóactividadenestafasedelaenfermedad.Dadolosresultadosdelcompuesto33eenlosensayosinvivoylosresultadosdelamedidadepKaqueindicanunmenorporcentajedeionizaciónapHfisiológico,sedecidiómedirlapermeabilidad de este compuesto, del cabeza de serie 2 y de la pentamidina (comofármacodereferencia)enunmodeloinvitrodeBHEhumana:elmodelohCMEC/D327b.Elvalor de permeabilidad medido para la pentamidina (Pe = 1.48 ×10-3 cm/min) resultóconsistenteconlosdatosinvivodescritosenlaliteratura;Sandersonetal.mostraronquelapentamidinaescapazdeatravesarlaBHEhastaciertopuntoaunquepartedelfármacoquedaatrapadoenelinteriordelascélulasendotelialescapilares.Además,dichofármacoestambiénsustratodelasP-gpylaproteínaasociadaaresistenciamúltipledefármacos(MRP)28. Lapermeabilidadmedidaparael compuesto cabezade serie2 (Pe =2.17×10-3cm/min)fueligeramentesuperioraladelapentamidina;sinembargo,estapermeabilidadsiguesiendobajaloquesetraduceporunaausenciadeactividad invivoaniveldelSNC(i.e., enelmodelomurinoGVR35).Estosdatosconfirmanque loscompuestoscabezadeseriedicatiónicos(tanto2comolapentamidina)tienenescasapermeabilidadenlaBHEyquenosealcanzaladosiscurativaenelcerebrodelosanimalesinfectados,explicandolarecaída en la parasitemia de los animales tratados con estos fármacos. Al igual que lapentamidina, la participaciónde transportadoresde entrada (Ej. human organic cationtransporter,hOCT1)28oexcreción(P-gp;MRP)podríaserresponsabledeladistribución
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deestoscompuestosenelSNC.Enelpresentecaso,elusodeunadosismáselevadainvivopara superar la baja biodistribución en el SNC no fue posible debido a problemas detoxicidad que podrían estar relacionados con la interacción de los compuestos con loshOCTs,comoyaseobservócondiamidinasrelacionadas32.Sorprendentemente, el compuesto33e, queposee actividad en la faseneurológicade laenfermedad del sueño, posee un valor de permeabilidad in vitro más bajo que elcompuestocabezadeserie2enelmodelohCMEC/D3deBHEhumana.Endichomodelo,losvaloresmásaltosdepermeabilidadsemidieronconloscompuestosmásbásicosqueestán>98%ionizadosapHfisiológico.Encambio,elcompuesto33e(ionizadoal50%apH 7.4) mostró una permeabilidad menor con dicho modelo de BHE. Estos datosaparentemente contradictorios podrían explicarse por la expresión diferenciada detransportadores y enzimasmetabólicas de la BHE en ratones (i.e. modelosmurinos deTAH)yhumanos(modelohCMEC/D3deBHEhumana).Porlotanto,lasdiferenciasentreespecies podrían ser responsables de las diferencias observadas entre los resultados in
vitro e in vivo. Podría ocurrir que 33e penetre en el cerebro por un transportadorespecíficoqueseexpresaenratonesperonoenlalíneacelularhCMEC/D3utilizadaenelensayodepermeabilidad33.Dehecho,sehanobservadolevesdiferenciasconrespectoalaexpresión de transportadores ABC (ATP-binding cassette) entre dicha línea celular ymicrocapilaresaisladosdecerebrohumano34.Porotraparte,elhechodeque33eapenasse una a la HSA (<10%, por SPR), y posiblemente a las proteínasde tejido (Ej. cerebrohumano), debería dar lugar a una concentración plasmática libre del compuestomásalta, lo que a su vez daría lugar a unamayor actividad in vivo en el modelo CNS de laenfermedaddelsueño.Porúltimo, losensayos in vitro sobrecepasresistentesdeT.bruceiquenoexpresan lostransportadoresTbAT1/P2yHAPT(cepasTbAT1-KOyB48,respectivamente)mostraronque el derivado 33e no depende de transportadores específicos para penetrar en elparásito mientras que la captación celular del cabeza de serie2 depende en parte deltransportadordeaminopurinasTbAT1/P2.Estosdatos implicanque2 es propensoa laresistencia cruzada conotros fármacos tripanocidasque utilizan este transportador (Ej.melarsoprol,  diminaceno) adiferenciadel derivadoN-hidroxilado33e quenopresentaestalimitación.
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3.9 ConclusionesEl objetivo de este capítulo era optimizar las propiedades farmacocinéticas de loscompuestoscabezadeseriebis(2-iminomidazolidínicos)(25),másespecíficamentesupermeabilidad en la BHE, con el fin de conseguir moléculas activas en la fase tardía(cerebral)delaTAH.Nuestrahipótesisdepartidafuequedichoscompuestosnollegabanapasar laBHEpordifusiónpasivaporestar cargados apH fisiológico. Paramodular lapolaridad de estos compuestos, probamos disminuir la basicidad de las moléculasmediantelaintroduccióndesustituyentesN-alcoxilosobreelnitrógenoN1delosanillosde imidazolidina. Por lo tanto, se sintetizaron 18 derivadosN-alcoxilados de las bis(2-iminoimidazolidinas)cabezadeserie25.Sietedeestoscompuestosfueronsintetizadosmedianteunmétodoonepot(33a-b,34b,d,35ªy 36a,f)ylosrestantes11compuestosfueronsintetizadossiguiendolamismarutaperoaislandolastioureasintermedias(37
43) para luego realizar la ciclación intramolecular. De esta manera se obtuvieron loscompuestos33c,34a,c,35b-c y36b-c; Los compuestos33e-36e fueron obtenidos porhidrólisisácidadelgrupoTHPpresenteenloscompuestos33c36c.SemidieronlospKasdeloscompuestoscabezasdeserieysusderivadosN-hidroxiloyN-alcoxilos(33a-b,34a-b y35a-b,e)comprobándoseque la introduccióndesustituyentesalcóxilos(-OR,R=H,Me,Et)sobreelnitrógenoN1delosanillosdeimidazolidinareducíalabasicidaddeestasmoléculasenaproximadamente2unidadesdepKa.Loscompuestoscabeza de series poseen un pKa en el rango 9.3  10.7 lo que supone un porcentaje deionizaciónapHfisiológicosuperioral99%.NuestrosderivadosN-alcoxiladosposeenunpKaenelrango7.38.3loquesuponeunmenorporcentajedeionizaciónapHfisiológico(enelrango4288%).Entretodosestoscompuestos,únicamentelos1-hidroxiderivados33e36emostraroneficacia in vivo en la fase tempranade la enfermedad en ratones, logrando aumentar eltiempoderecaídaen laparasitemiacuandofueronadministrados intraperitonealmente.El derivado 33e es el único que fue curativo para los ratones infectados cuando fueadministradoaunadosisde20mg/Kg(ip).Debidoestebuenresultado,dichocompuestofueensayadoenunmodelomurinodelafaseneurológicadelaenfermedaddelsueño.Enestecasoelcompuesto33efuecapazdeaumentareltiempoderecaídaenlaparasitemiaaunque no llegó a ser curativo. En comparación, el compuesto cabeza de serie 2 nopresentóactividadenesta fasede la enfermedad.Por lo tanto,podemos concluirque lasustitución del nitrógenoN1 del anillo de imidazolidina con grupos hidroxilo reduce la
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basicidad de estas moléculas y a su vez mejora la actividad in vivo  (i.e., labiodisponibilidadcerebral)enlafaseneurológicadelaenfermedaddelsueño.OtrapropiedadinteresantedeestoscompuestosN-hidroxiladosessubajacitotoxicidadencomparación con los compuestos cabeza de serie, que se traduce por unmayor índiceterapéuticoymenostoxicidadinvivo.Por último, hemos comprobado que el derivadomás activo sintetizado en este capítulo(33e)nosemetabolizaba invitroporelcomplejomARCtalcomolohabíamossupuesto.Porlotanto,parecequedichocompuestonoactúacomoprofármacosinocomofármacograciasasuactividadintrínsecasobreT.brucei(CI50=0.888µM).Aunquetodavíaestánpendientes los resultados del estudio in vivo de farmacocinética de 33e, estos datospreliminares sugierenque losderivadosN-hidroxiladosde imidazolidina sonunanuevaclasedemoléculastripanocidasconuninteresantepotencialparalafaseneurológicadelaTAH.
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4. SíntesisyestudiodelaactividadtripanocidadederivadosdeN-alcoxi
yN-alquilguanidinas
4.1 AntecedentessobrelasíntesisdeN-alcoxiyN-alquilguanidinasElpotencialantiparasitariodelosderivadosdeguanidinahasidodescritoennumerosasocasionesdesdehacemásde60años1.Dichoscompuestos,al igualque losderivados2-aminoimidazolínicosdescritosenlacapítulo3deestatesis,soncompuestosmuybásicosque estarán protonados a pH fisiológico2. De la misma manera, la N-aquilación o N-alcoxilación del grupo guanidina deberíamodular la basicidad de estos compuestos asícomosu lipofilia.Segúnnuestrahipótesis,estasmodificacionesdeberíantenerunefectopositivosobre la actividadtripanocidadeestosderivadosen la fase cerebralde laTAH.Por lo tanto, decidimos preparar dos series de derivadosN-alcoxilo yN-alquilo de loscompuestoscabezadeserie7y8paraprobarestahipótesis.
Figura4.1:Estructurasdeloscompuestoscabezadeserie7-8ysusnuevosderivados.
En la literatura se han descrito diferentes rutas para la síntesis de guanidinas N-sustituidas.Ensumayoría,lasrutassintéticasempiezanconlaformacióndeunatiourea1,3-disustituida obtenida a partir de la reacción de una amina primaria con unisotiocianato (Esquema4.1, a).A continuación, la tiourea sepuede activardediferentesmaneras (b-e) para reaccionar con aminas primarias dando lugar a las guanidina di- otrisustituidas.  Linton et al. preparan la tiourea protegida como carbamato (a, b), paraluego hacerla reaccionar con diferentes tipos de aminas, formando así la guanidinaprotegidaquetrasunadesprotecciónconducealaguanidinadisustituida3.Sambroketal.activan la tiourea como sal de isotiouronio (c) la cual reacciona luego con una aminaprimaria (alifática o aromática) o una  alcoxiamina, obteniéndose las N-alquil y N-alcoxiguanidinastrisustituidas(Esquema4.1)4.Otrasalternativasconsistenenformarunacarbodiimida mediante desulfuración de la tiourea (e), o preparar derivados de 1-cloroformamidina(d)queluegosehacenreaccionarconunaaminaprimariaparaobtenerlaguanidinacorrespondiente5.Esdemencionarqueestasrutasconllevanalaformaciónde guanidinas trisustituidas. Barvian et al. preparan en su síntesis guanidinas
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trisustituidas a partir de la carbodiimida en donde uno de los grupos R es un grupoprotector yunaamina(f). En este caso, el últimopasode la síntesis esuna reaccióndedesprotecciónqueda lugar a la guanidinadisustituidad6.Porel contrarioDangateet al.hacen reaccionar la carbodiimida obtenida a partir de la tiourea con amoniaco paraobtenerasílaguanidinadisustituida(g)7.
Esquema4.1
4.2SíntesisdelasN-alquilyN-alcoxiguanidinas(5261).Lasíntesisde lasN-alquilyN-alcoxiguanidinasdisustituidasse llevóacabosiguiendo lametodologíadeLintonetal.3 (Esquema4.2).Elprimerpasoconsisteen la formacióndeuna etoxicarboniltiourea por reacción entre una amina primaria yetoxicarbonilisotiocianato. Luego, la tiourea puede reaccionar con diferentes alquil- yalquiloxiaminas en presencia de clorhidrato de N-(3-dimetilaminopropil)-N´-etilcarbodiimida(EDAC)dandolugaralasguanidinascorrespondientes.Acontinuación,ladesproteccióndelaguanidinasepuedellevaracaboenmediobásico(KOH)oácido(i.e.,ácidodeLewis)1d.
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Esquema4.2
4.2.1 Síntesisdelasbis-(etoxicarboniltioureas)(4546)Lasdiaminas25y27sehicieronreaccionarconunexceso(2.2equiv.)deisotiocianatodeetoxicarbonilo comprobándose la formación de los productos por HPLC-MS. Lasetoxicarboniltioureassoninsolubleseneldisolventedereacciónporloquesepurificaronporsimplefiltración,obteniéndose45y46conbuenosrendimientos (Esquema4.3)1d.
Esquema4.3
4.2.2 Síntesis de las 2-alcoxi-3-etoxicarbonilguanidinas y 2-alquil-3-
etoxicarbonilguanidinas(4756).LasN-alquilguanidinas4749y5456ylasN-alcoxiguanidinas5053,(Esquema4.4)seobtuvieronporreaccióndelasetoxicarboniltioureas45y46conunexceso(4equiv.)de las alquil o alcoxiaminas correspondientes en presencia de EDAC y DIPEA. Lapurificacióndelasguanidinasconespaciadordetipobenzamida(compuestos4753)serealizó por cromatografía flash sobre sílice conDCM/AcOEt (100/0® 90/10). Para lasguanidinasconespaciadorde tipo fenilurea(54 56),seutilizóuneluyentemáspolar:DCM/MeOH(100/0®90/10),obteniéndoselosproductosfinalesconbuenrendimiento(Esquema4.4).
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Esquema4.4
4.2.3 Optimización de las condiciones de desprotección del grupo etoxicarbonilo
paragenerarlasN-alquilyN-alcoxiguanidinas(5766)ysushidrocloruros.El procedimiento empleado para la síntesis de las 3-etoxicarbonilguanidinas hademostrado serútil para cualquierade lashidroxilaminaso alquilaminasmencionadas.Sin embargo, fue necesario optimizar las condiciones para la hidrólisis de los restosetoxicarboniloparadarlugaralasN-alcoxiyN-alquilguanidinasfinales.Seprobarondosestrategiasdedesproteccióndel grupo etoxicarbonilo. LaprimerametodologíadescritaporZeghida et al. utiliza ácidosdeLewis comoel cloruroo el bromurode trimetilsililo(TMSCl y TMSBr, respectivamente)8. Sedecidióprobar con TMSCl ya que directamenteobtendríamosnuestroscompuestosenformadehidrocloruros.Seutilizóelcompuesto49para la búsqueda de estas condiciones. Para obtener la total desprotección del grupoetoxicarbonilo, seutilizarondiferentes condicionesde reaccionesobteniéndosemezclaslos compuestos49a 49c y57 (Esquema4.5) que sedetallan en laTabla4.1. En estatabla se muestra un resumen de la condiciones que se probaron (estequiometria,disolvente, temperatura, tiempo de reacción, microondas) y el porcentaje de losproductosdereacciónqueseobservaronporHPLC-MSsegúnelesquema4.5.
Esquema4.5
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Otros productos detectados por HPLC-MS:
Lamasa observadam/z 396 (M+H) corresponde a la estructura del producto deseadototalmente desprotegido 57. También se observaron los iones moleculares m/z 422(M+H)y448(M+H).Elionmolecularm/z422concuerdaconunadelasestructuras49bpropuestas para la desprotección del grupo etoxicarbonilo en un lado de la molécula,mientras que en el otro extremo se ha formado un anillo de 2-isopropilaminoquinazolinona.EstosedebeprobablementeaunareaccióncompetitivadeFriedel-Craft intramolecular que se puede dar entre el anillo aromático y el restoetoxicarbonilo9.Elionmolecularm/z448concuerdaconlaestructura49cendondeesteheterociclosehaformadoenambosladosdelamolécula.Enlatabla4.1sepresentanlascondiciones que se probaron para la desprotección de los restos etoxicarbonilo. Seobservó que cuando la reacción se llevó a cabo en DMF durante 60minutos a 130 ºCutilizandomicroondas (MO) como fuente de energía, se obteníanmezclas de productoprovenientedelareaccióndedesprotecciónydelareaccióndeciclaciónintramolecular.Enelcromatogramaseobservóquelospicoscontr=1.47minytr=1.92minposeíanlamismam/z=422(M+H).Estopuededeberseaqueelcompuesto49noessimétricoyporlo tanto la ciclación se puede dar de un lado u otro de la molécula generándose dosposiblesisomeros49bcontiemposderetencionesdiferentes.Tambiénseobservóqueaesta temperaturade reacción el productomayoritarioera49c, provenientede la doblereaccióndeciclación.
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Tabla4.1:CondicionesdereacciónyproductosdetectadosdurantelaoptimizacióndeladesproteccióndelrestoetoxicarboniloutilizandoTMSCl.
Condicionesdereacción CompuestosobservadosporHPLC-MS
Disolv. T(°C) MO tiempo(min) TMSCl(equiv.) Compuesto m/z(M+H) %(UV)
DMF 130 si 60 8 57 396 2249b (t.r.=1.47min) 422 10
49b (t.r.=1.92min) 422 17
49c 448 51
DMF 80 si 20 10 57 396 7449a 468 21
49 540 4
DMF 80 si 40 10 57 396 8949a 468 11
49 540 0
DMF 80 si 60 10 57 396 96DMF 80 si 60 10 49a 468 4MeCN 100 si 10 10 49 540 74MeCN 100 si 20 10 49a 468 44
49 540 56MeCN 100 si 30 10 49a 468 55
49 540 45
Por tal motivo, se decidió disminuir la temperatura y probar la reacción en otrosdisolventes.CuandoseutilizóMeCNcomodisolventey10equivalentesdeTMSCla100°Cdurante 30 minutos, se observó la desprotección de un solo grupo etoxicarbonilo,obteniéndose49a (55%)yelproductodepartida49.Cuandoserealizóelexperimentocon DMF a 80 °C, se observó que a los 40 min de reacción, ya se obtenía 89% delcompuesto deseado 57 y no se observaba ningún producto de ciclación. Dejando lareacción durante 60 min se obtuvo el producto desprotegido 57 en un 95%. Por talmotivo,sedecidióutilizarestascondicionesparaladesproteccióndeloscompuestos47
56.Sinembargo,nuestrosintentosparareproduciraquellosresultadosconbisguanidinasquellevansustituyentes(ie,R=Et,OEt,OBn)distintosalosdescritosporZeghidaetal.nofueronexitosos9.Utilizandoestasmismascondiciones,sevolvieronatenermezclasdeproductos de desprotección y quinazolinonas. Aparentemente, el método de
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desproteccióndelgrupoetoxicarboniloconTMSClesmuydependientedelsustituyentepresente sobre el amino N de la guanidina. Debido al poco éxito obtenido en ladeprotecciónde losgruposetoxicarbonilosconTMSCl,pasamosaestudiarotrométodoqueconsisteenlahidrólisisbásicadelgrupoetoxicarboniloconunamezcladeKOH(0.1Mo1M)enEtOHoMeOH1d.Dichométodogeneraloscompuestosenformadebaselibre.Delamismaformaqueenelcasoanterior,labúsquedadecondicionessellevóacaboconelcompuesto49comosemuestraenla Tabla4.2.
Tabla4.2:CondicionesdereacciónyproductosdetectadosdurantelaoptimizacióndeladesproteccióndelrestoetoxicarboniloutilizandoKOH.
Condicionesdereacción
Compuestosobservados
porHPLC-MS
Disolv. T(°C) MO tiempo(min) KOH(Equiv.) KOHConc.(M) Cmpto m/z(M+H) %UVEtOH 80 si 25 10 1 49a 468 56
49 540 44EtOH 80 si 45 10 1 49a 468 76
49 540 24EtOH 80 si 60 10 1 49a 468 80
49 540 20
MeOH 80 no 720 10 0.1 57 396 100
ElanálisisdelosproductosdereacciónporHPLC-MSmostróqueenunahoradereacciónen estas condiciones (KOH 1M/EtOH/80 °C/MO), mayoritariamente se formaba laestructura49aprovenientedeladesproteccióndeunodelosgruposetoxicarbonilo(m/z468).AlcambiareletanolporelmetanolutilizandounaconcentraciónmásbajadeKOH(0.1M)ycalentandoa80°C(sinMO)durante12horasselogrólatotaldesproteccióndelcompuesto49,obteniéndoseporrecristalizaciónelcompuesto57conbuenrendimientoypureza satisfactoria.Dichas condicionesdedesprotección seusaron con éxitopara ladesproteccióndelasetoxicarbonilguanidinas4756,obteniéndoselasbisguanidinas57
66con buenosrendimientos(Esquema4.6).
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Esquema4.6
Mediantelametodologíadedesprotecciónenmediobásico,seobtuvolaformaneutradeestasmoléculas.Paraconferirmayorestabilidadaloscompuestosyfacilitarsudisoluciónen agua para los ensayos biológicos, fueron preparadas los hidrocloruros de todas lasbisguanidinas desprotegidas usando una disolución de dioxano saturado con HCl(g)(Esquema4.7).
Esquema4.7
Deestamaneraseobtuvieronloshidrocloruros57a66aquefueronrecristalizadasdeDCM. Es de mencionar que el compuesto 63a proviene de la desprotección del grupotetrahidropiranóxidode63dandoalugaralderivadoconelN-hidroxilolibre.
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4.3 Ensayosbiológicos
4.3.1 Actividad in vitro de las bisguanidinas contra T. b. rhodesiense y P.
falciparumLoscompuestos5766fueronensayadossobreelparásitoT.b.rhodesienseutilizandoelensayo del Alamar blue detallado en el capítulo 3.5.1.1. La citotoxicidad de loscompuestos se midió sobre células L6 de rata lo que permitió calcular el índice deselectividadhaciaelparásito(Tabla4.3).Estoscompuestosfueronensayadostantoensuforma de base libre como en forma de hidrocloruro. No se apreció ninguna diferenciasignificativaentrelasdosformulacionesdeestoscompuestos.Además,sedecidióevaluartambién la actividad antimalárica de estas bisguanidinas puesto que, en estudiosanteriores,loscompuestoscabezadeserieprecursores7y8mostraronactividadesenelrangonanomolarsobreelparásitoplasmodio.Asípues,semidiólaactividadantimaláricausandolacepaNF54deP.falciparum(ie,cepasensiblealacloroquina)conelensayodeincorporaciónde[3H]hipoxantina10.LosresultadossepresentanenlaTabla4.3.Todas las bisguanidinas con sustituyentesN-alquilo presentaron actividad contra T. b.
rhodesiense en el rango submicromolar (Tabla 4.3). En particular, los compuestos consustituyentesetilo(58a,65a)eisopropilo(57a,66a)resultaronaltamenteeficacesconCI50 en el rangonanomolar yaltos índicesde selectividad (IS>1000). Estos resultadossuponenunasactividadesentre2y3vecessuperioresalasdeloscompuestoscabezasdeserie sin sustituir (7,8).En cambio, lasbisguanidinas con sustituyentesN-hidroxi yN-alcoxilo(R=OH,OMe,OTHP,OBn)resultaronpocoactivascontraelparásitoaexcepcióndelcompuesto62quepresentóunaactividad(CI50)pordebajode1M(Tabla4.3).Cabedestacarqueunespaciadordetipoamidaentrelosgrupos4-guanidinofenil(compuestos
7y5763)daactividadessobreT.bruceientre5y10vecesmayoresqueunespaciadordetipourea(compuestos8y6466).Esdemencionarquetodosloscompuestos(salvo
63a)presentaronbajacitotoxicidadfrenteacélulasdemamífero.
En cuanto a la actividad contra P. falciparum, 9 compuestos presentaron actividadsubmicromolar contra este parásito, siendo los derivados sustituidos con etilo (58) eisopropilo (57) los más activos de la serie de la N-fenilbenzamida. En cambio, losderivadosN-metilo(64)yN-etilo(65)fueronlosmásactivosdelosderivadosdelaurea
8. De la misma manera que para la actividad sobre T. brucei, las bisguanidinas consustituyentes N-hidroxilado y N-alcoxilo (R = OH, OMe, OTHP, OBn) resultaron menosactivascontraP.falciparumconCI50>1µM.
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Tabla 4.3: Actividades in vitro de las bisguanidinas y sus hidrocloruros contra T. b.
rhodesienseyP.falciparum.
a T.bruceirhodesienseSTIB900tripomastigotes.Control:melarsoprol,IC50=0.008µM;b P.falciparumcepaNF54sensibleacloroquina,estadoeritrocítico.Control:cloroquina,IC50=0.006µM; cCélulasdemioblastosesqueléticasderatas.Control:podofilotoxina,IC50=0.014µM;dIndicedeselectividad=[IC50 (célulasL6)/IC50 (T.b. r.)];eDatospublicadospreviamente11.fNodeterminado con esta cepa de plasmodio. CI50 con P. falciparum K1 = 0.055 µM; g No determinado con esta cepa deplasmodio.CI50conP.falciparumK1=0.096µM.
4.3.2 Actividadinvivoenlafasetemprana(fasehemolinfática)delaTAHdelasN-
alquilyN-alcoxiguanidinasDados los buenos resultados en los ensayos in vitro contra T. b. rhodesiense de loscompuestos57a, 58a, 65ay66a,seprocedióaensayarsueficacia invivoenlaprimerafasedelaenfermedaddesueñoutilizandoelmodelomurinoSTIB90012.Elensayosellevóa cabo siguiendo el protocolo anteriormente detallado (3.5.2.1). Los resultados de losensayossemuestranenlasiguienteTabla.
Cmpto X R T. b. rhod.a P.falc.NF54b Citotox.L6c IST.bruceidCI50(M)
7e NHCO H (2HCl) 0.036e ndf 11.5e 319
57a NHCO iPr (2HCl) 0,011 0,446 102,6 9327
58 NHCO Et 0,011 0,318 135,7 12336
58a NHCO Et (2HCl) 0,009 0,232 118,0 13111
59 NHCO Me 0,563 2,01 165,7 294
59a NHCO Me (2HCl) 0,177 1,02 172,8 976
60 NHCO OMe 120,1 10,5 206,2 1.7
60a NHCO OMe (2HCl) 56,0 7,5 141,0 2.5
61 NHCO OBn 0,052 0,405 110,8 2130
62a NCHO OBn(2HCl) 3,13 2,83 6,6 2.1
63 NHCO OTHP 51,4 42,6 160,0 3.1
63a NHCO OH (2HCl) 4,88 3,58 99,6 20.4
8e NHCONH H (2HCl) 0.187e ndg >235e >1256
64 NHCONH Me 0,381 0,322 223,7 587
64a NHCONH Me (2HCl) 0,264 0,192 177,3 671
65 NHCONH Et 0,146 0,301 157,8 1081
65a NHCONH Et (2HCl) 0,090 0,397 116,4 1293
66a NHCONH iPr (2HCl) 0,049 0,437 125,6 2563
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Tabla 4.4: Actividad in vivo de los compuestos cabezas de serie 78 y de susderivadosN-sustituidosenelmodelomurinodeinfecciónporT.b.rhodesiense.
aip=intraperitoneal,po=peros.bNúmeroderatonesquesobrevivieronyfueronlibresdeparástitosdurante60días.cPromediodedíasderecaídaenlaparasitemia.dLosratonescontrolessonsiemprepositivos(ie,conparasitemia) y son sacrificados el séptimo día del experimento. e Datos previamente reportados en lareferencia []. f Nodeterminado. gUn ratónmuriódespuésde laprimera inyección. hDos ratonesmurierondespuésdelacuartainyección.
Losderivadosdebenzamida57a y58a fueroncapacesdecurarel 100%de losratonesinfectados. En cambio, los derivados de difenilurea 65a y 66a, aunque presentaronactividaddebilenestafase,nofueroncapacesdecurarlosratonesinfectadosymostraronciertatoxicidad(véaseTabla4.4).EstosresultadosdemuestranelpotencialtripanocidadelasN-alquilguanidinasderivadasdelabenzamida7.
4.4 DiscusióndelosresultadosyconclusionesUna nueva serie de derivadosN-alquilados yN-alcoxilados de las bisguanidinas 7 y 8fueron sintetizados como posibles nuevos fármacos contra la enfermedad del sueño. Aligual que losN-alcoxi derivados de la bis(2-iminoimidazolidinas), laN-alquilación oN-alcoxilación del grupo guanidinio tiene la finalidad de disminuir la polaridad de estasmoléculas (aumentando su lipofilia o bajando supKa, respectivamente) para facilitar supasoatravésdelaBHE.TodosloscompuestosfueronobtenidosconelnitrógenoN1delaguanidinaprotegidoconelrestoetoxicarbonilo.Secomprobóquelasmejorescondicionesdedesproteccióndeesteresto eran una hidrólisis básica utilizando KOH y calentando la reacción a 80 °C. LautilizacióndeTMSClparaladesproteccióndelrestoetoxicarbonilocondujoaunamezcla
Compuesto X R Viadeadministracióna dosis(mg/kg) Curadob/Infectado Prom.dedíasderecaídacControl - - - - 0/4 7d
7e NHCO H ip 4×20 4/4e >60e
8 NHCONH H ip ndf nd nd
57a NHCO iPr ip 4×20 4/4 >60
58a NHCO Et ip 4×20 4/4 >60
65a NHCONH Et ip 4×20 0/3g 18.3
66a NHCONH iPr ip 4×20 0/2h 10
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del producto de desprotección y de una 2-(alquilamino)quinazolinona producto de unareacción competitiva de Friedel-Craft intramolecular que se puede dar entre el anilloaromático y el resto etoxicarbonilo. Los resultados de los ensayos in vitro contra T. b.
rhodesiensemostraronquelosderivadosdeguanidinaconrestosN-alcoxiloeraninactivosmientrásquelosanálogosconrestosalquílicos,etilo(58a,65a)e isopropilo(57a,66a),eranlosmáseficacescontraesteparásito,dandoactividadesenelrangonanomolaryunaselectividad>1000hacíaelparásito.Estoscompuestosresultarontenermejoractividadinclusoquesuscabezasdeserie78.Portalmotivo,estoscompuestosfueronelegidosparaprobarsuactividadenensayosinvivoenunmodelomurinodelafasehemolinfáticadelaenfermedaddelsueño.DosdelosnuevosN-alquilderivados(57a,58a)delcabezadeserie7resultaroncurativosinvivoendichomodelomurinocuandofueronadministradosporvíaintraperitonealaunadosisde20mg/Kg.Asípues,secomprobónuevamentequelosmejorescandidatostripanocidasposeíanelespaciadordetipobenzamida.Como se espera que los sustituyentes alquílicos mejoren la lipofilia de este tipo decompuestos, calculamos el coeficiente de partición octanol/agua (clogP) de dichoscompuestosutilizandoelprogramaChemBioDraw.Secomprobóque57ay58ateníanunalipofiliamásalta(clogP=3.14y2.51,respectivamente)queelcabezadeserie7(clogP=0.79), por lo quedichos compuestos sonbuenos candidatospara el ensayo in vivo en elmodelomurinodefasetardíadelaenfermedaddelsueño.
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5 Síntesisyestudiodederivadosfluoradosycloradosdelcompuestocabezade
serie(2)
5.1 AntecedentesLos ensayos in vivo en modelos murinos de enfermedad del sueño de los análogos N-sustituidos de bis(2-iminoimidazolidina) y bis-guanidina confirmaron el gran potencialtripanocidadeloscompuestosderivadosdelaN-fenilbenzamida(ie,cabezasdeserie2y7).En particular, la estrategia que consiste en reducir el pKa de la molécula2 introduciendosustituyentes N-hidroxilo sobre los anillos de imidazolidina permitió aumentarmoderadamentelapermeabilidaddelaBHEenelanálogo33e(véasecapítulo3).Apesardeserpositivos,estosdatosnoresultarondel todosatisfactoriospuestoquedichocompuestonollegóaser100%curativoenelmodelodefasetardíadelaenfermedad.Talvezsedebaalamodestaactividadintrínsecadelanálogo33e(CI50=0.888µM)encomparacióncon2(CI50=0.025µM).Porlotanto,decidimosprobarotraestrategiapara intentardisminuirelpKade lamoléculacabeza de serie 2 y mejorar su permeabilidad de la BHE sin afectar, en la medida de loposible,suactividadtripanocida.Paraellonosplanteamoslaintroduccióndeátomosdeflúoro cloro sobre los anillos aromáticos del esqueleto deN-fenilbenzamida (Figura5.1). Estosátomos de halógeno tienen una electronegatividad alta (3.98 y 3.17, respectivamente) yfuncionancomogruposelectroatractoresque,alser introducidossobreel anilloaromático,deberiandisminuir ladensidadelectrónicasobre losgrupos imidazolidina,rebajandoasíelpKade lamolécula.Elusodegruposelectroatractoresparamodular labasicidaddegruposadyacentesesunaherramientabienestablecidaenQuímicaMédica1.Además,losátomosdehalógeno(F,Cl)sepuedenusarparaconferirestabilidadmetabólica,modular lalipofilia2,oaumentar la permeabilidad en membranas de las moléculas mediante la formación depuentesdehidrógenointramoleculares3.
Figura5.1:Estructurageneraldelosderivadosfluoradosycloradosdelcompuestocabezadeserie2.
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Así pues, se decidióprepararderivadosdecompuesto2 sustituyendo unode losprotonesaromáticos(anillosAyB,Figura5.1)porunátomodeflúorocloro.La estrategiasintéticaelegidase resumeen elesquema5.1. Consiste en la reacción de loscloruro de 4-nitrobenzoilo sustituidos con derivados de 4-nitroanilina para obtener las 4-nitro-N-(4-nitrofenil)benzamidascorrespondientes.Luego,porreduccióndelosgruposnitrose obtienen las diaminas que se hacen reaccionar con la N,N-di(terc-butoxicarbonil)imidazolin-2-tiona, generándose los compuestos bis(2-aminoimidazolínicos)deseadostotalmenteprotegidosconBoc.LosgruposBocseeliminanporhidrólisisácidaenelúltimopasodelasíntesisobteniéndoselosproductosfinales79a83a(Esquema5.1).
Esquema5.1
5.1.1Síntesisdelas4-nitro-N-(4-nitrofenil)benzamidas(7072,7677)LasíntesisdelosderivadosconelflúoryelcloroenelanilloAdelabenzamidaseinicióconla formaciónde loscloruros deácidos67a 69a(Esquema5.2).Esta  se llevóacabo porreacciónde losácidoscarboxílicoscomerciales67 69con cloruro de tionilo.Despuésdeevaporar el exceso de cloruro de tionilo, los cloruros de ácido 67a  69a, se hicieronreaccionardirectamentecon la4-nitroanilinadisueltaen toluenoyen presenciadeDIPEA.Losproductos fueronpurificadosporprecipitaciónen tolueno frioy sucesivos lavados conHCl0.1M,aguaymetanol.Deestamaneraloscompuestos7072seobtuvieronconbuenosrendimientos(Esquema5.2).
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Esquema5.2
EnelcasodelasbenzamidassustituidasenelanilloB(76,77),lareacciónsellevóacaboporreaccióndelclorurode4-nitrobenzoilo(73)conla2-fluoro-4-nitroanilina(74)yla3-fluoro-4-nitroanilina (75), respectivamente. Las reacciones se llevaron a cabo en tolueno enpresencia de un exceso de DIPEA a 100 °C durante 30minutos usandomicroondas comofuente de energía (Esquema 5.3). Las benzamidas precipitan en tolueno, por lo que sepudieronaislarporfiltración,lavarsucesivamenteconHCl0.1M,aguayMeOH,obteniéndoseloscompuestos76y77conbuenosrendimientosyconaltapureza(Esquema5.3).
Esquema5.3
5.1.2Síntesisdelas4-amino-N-(4-aminofenil)benzamidas(7881)La reducción de los grupos nitro de los compuestos 70, 71,76 y 77 se llevó a cabo porhidrogenacióncatalíticautilizandoPd-C(5%)comocatalizadorbajounaatmósferadeH2ymetanolcomodisolvente(Esquema5.4),obteniéndoseloscompuestos7881conbuenosrendimientosporrecristalizacióndemetanol.
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Esquema5.4
La reducción de los grupos nitro del compuesto 72 por ese mismo método dio comoresultadounamezclade ladiaminadeseada82ydelproductodeshalogenado72aenunaproporción(8:2). Dichosubproducto provienedeladeshalogenaciónreductivabiende72ode82(Esquema5.5).
Esquema5.5
Para evitar la formación de este subproducto, se procedió a realizar la reducción de losgrupos nitro utilizando cloruro de estaño II (SnCl2.10H2O). De esta manera se obtuvo ladiamina82conbuenapureza(Esquema5.6).
Esquema5.6
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5.1.3 Síntesis de las 4-(imidazolidin-2-iliden)amino-N-[(4-(imidazolidin-2-
ilideneamino)fenil)]benzamidas(8387)protegidascongruposterc-butoxicarbonilo
(Boc)La introducción de las imidazolidinas protegidas con Boc se llevó a cabo a partir de lasdiaminasaromáticas7882siguiendoelprotocolopreviamentepuestoapuntoenelgrupoconN,N-bis(terc-butoxicarbonil)imidazolin-2-tiona (78)/HgCl2/Et3N en DMF anhidra4. Losproductos fueron purificados por cromatografía flash sobre sílice con una mezcla dehexano/AcOEt (1:1) yposteriormente recristalizadosdeacetato deetilo frío, obteniéndoseloscompuestos8387conbajosrendimientos(Esquema5.7).Estosbajosrendimientossedeben a la poca reactividad (nucleofilia) que han mostrado este tipo de benzamidassustituidasconátomosdehalógeno
Esquema5.7
5.1.4EliminacióndelosgruposprotectoresBocparaobtenerlosderivadosfluorados
(83a86a)yclorado(87a)delaN-fenilbenzamida2LadesproteccióndelosgruposBocdeloscompuestos8287sellevóacaboañadiendounadisoluciónde dioxanosaturadade ácidoclorhídrico (HCl(g)) sobre losderivadosprotegidosdisueltos en DCM, obteniéndose los compuestos 82a  87a como sales dihidrocloruros(Esquema 5.8). El análisis por HPLC-MS del crudo de reacción mostró la presencia de unsubproductocuyoionmolecularm/z314(M+H)ym/z330(M+H),enunaproporciónde90:10 en comparación con los productos deseados. Estas masas concuerdan con lasestructuras82b87b,posiblementedelapérdidadeunodelosanillosdeimidazolidinaenlamolécula (Esquema 5.8). También se realizó una prueba de desprotección del grupo Bocutilizando ácido trifluoroacético, obteniéndose prácticamente el mismo resultado. Loscompuestos86y87sepurificaronporcromatografíasobresíliceobteniéndoselosproductos
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deseadosmezcladosconsubproductosprovenientesdeladesprotecciónparcialdelosgruposprotectoresBoc.Porlo tanto,loscompuestos86y87noseaislaroncomosustanciaspurasporloquenosedasucaracterizaciónporRMN.SeidentificaronporHPLC-MSlasmezclasde
86y87consussubproductosparcialmentedesprotegidos.Comprobamosacontinuaciónqueeltratamientoácidodeestasmezclasdabalugar,comoesperábamos,alosproductosfinalesdeseadostotalmentedesprotegidos.
Esquema5.8
LautilizacióndedioxanosaturadoconHCl(g) tienecomoventaja laobtencióndirectadeloshidrocloruros.Estofacilitasupurificaciónyaqueestassalessoninsolublesendioxanoloquenos permitiría purificarlas por recristalización. Para minimizar la formación de lossubproductos83b87b, lareaccióndedesprotecciónse llevóacaboa0 °C.Paraesto, loscompuestos fueron enfriados antes de añadir el dioxano saturado con HCl(g). Después decomprobarporHPLC-MS latotaldesprotecciónde losgruposBoc, se filtraronyse lavaronconEt2O,obteniéndoseloscompuestos83a87aconbuenapureza(Esquema5.8).
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5.2 Ensayosbiológicos
5.2.1 Actividadinvitrodelosderivados83a-86acontraT.b.bruceiLoscompuestosfluoradosderivadosdelcompuestocabezadeserie2fueronensayadossobreelparásitoT.b.bruceiutilizandoelensayodelAlamarbluedetalladoenelcapítulo3.0.Loscompuestos 83a y 86a mostraron actividad baja contra este parásito. El compuesto 85amostróunaactividadmoderadamientrasqueelcompuesto84ahasidoelmejorconunaCI50=1Menesteensayo(Tabla5.1).Cabedestacarqueenestosdosúltimoscompuestos,quesonlosmásactivos,elátomodefluorseencuentraenortodelgrupoamidadelespaciador.Enloscompuestosmenosactivos(83ay86a),elátomodefluorseencuentraenortodelanillodeimidazolidina.
Tabla5.1:Actividadinvitrodeloscompuestosfluorados83a86acontraT.b.brucei.
CI50(M)
compuestoa R T.b.bruceia
83a R1=F;R2=R3=R4=H 52.5
84a R2 =F;R1 =R3 =R4 =H 1.02
85a R3=F;R1=R2=R4=H 11.9
86a R4 =F;R1 =R2 =R3 =H 31.9
aCepasilvestre:tripomastigotesdeT.b.bruceis427.Control:pentamidina,CI50=0.005µM.
5.3 MedicióndelpKadelasmoléculas83a87aydiscusióndelosresultadosNuestroobjetivo,alsintetizarderivadosfluoradosycloradosde2,eradisminuirladensidadelectrónicasobrelosanillosdeimidazolina(esdecir,reducir labasicidaddedichosgrupos)introduciendoátomoselectronegativossobre losanillosaromáticosal losqueestánunidos.Paracomprobarelefectodedichasustituciónsobrelabasicidaddelamolécula,semidieronlos pKas de losderivados83a87a utilizando la técnicapuesta a puntoduranteesta tesis(véasecapítulo6).LosresultadossemuestranenlaTabla5.2.
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Tabla5.2:MedidasexperimentalesdepKadeloscompuestos83a87a.
compuestoa R (nm)b pKa±SDc
2 R1=R2=R3=R4=H 258/308 9.29±0.07
83a R1=F;R2=R3=R4=H 314/380 9.09±0.10
84a R2 =F;R1 =R3 =R4 =H 260/314 8.55±0.01
85a R3=F;R1=R2=R4=H 243/309 9.40±0.11
86a R4 =F;R1 =R2 =R3 =H 263/313 9.43±0.02
87a R1 =Cl;R2 =R3 =R4 =H 260/312 8.57±0.05
aElcompuesto fuedisueltoenDMSO(soluciónmadre)ydiluidoconelcorrespondientebufferparaalcanzarunaconcentraciónde 0.2mM en cadapocillo (2% DMSO v/v).). b Longitud deonda analítica.  c pKa de los gruposiminoimidazolidínicos;solamentepudosercalculadounvalordepKaparaambosgruposimidazolínicos.ElvalordelpKafuecalculadodelpromediodealmenos3medidasindependientes.La introducción de un átomo de fluor o cloro sobre los anillos aromáticos A y B de lafenilbenzamidanoresultóenuncambiodrásticodelpKade loscompuestos83a87a.Sinembargo,seobservóunaclaradiferenciaenelefectosobreelpKadependiendodequéanillo(A oB)estuviera sustituido. Así pues, los compuestos con un átomode flúor (83a,84a) ocloro (83a) sobre el anillo A tienen un pKa más bajo (0.2 a 0.8 unidades de pKa) que elcompuestocabezadeserie2sinsustituir.Porelcontrario,loscompuestos85ay86aconelátomo de fluor en el anillo B tienen un pKa parecido o ligeramente superior (0.11 a 0.14unidadesdepKa, respectivamente)alcompuestocabezade serie2.Enestecaso, laposicióndel flúor sobreel anillo (enorto, R4, o enmeta, R3, respectoal anillo de imidazolidina) noparecetenermuchainfluenciasobreelpKadelamolécula.Encambio,elefectodelátomodeflúorsobreelpKaestámásmarcadocuandoestéseencuentraenelanilloAenposiciónmetade la imidazolidina (84a, pKa=8.55). Curiosamente, lamismareduccióndepKa seobservacuandoel átomode clorose encuentraenelanilloAenorto de la imidazolina (87a, pKa=8.57).Olsenetal.hanmedidoefectosdelmismoorden(ie,disminuciónde0.3y0.44unidadesdepKaparaunátomodeflúorenmetayortodelafenilamidina,respectivamente)sobreelpKadel grupo amidina de inhibidores de trombina. Por lo tanto, la influencia del átomo dehalógeno sobre la basicidad de estas moléculas es más marcada cuando el halógeno seencuentraenelanilloAdelaN-felnilbenzamida.Sinembargo,cabedestacarquelaamplituddedichoefectodependedelátomoconsideradoydesuposición(ortoopara)conrespectoal
Síntesisyestudiodederivadosfluoradosyclorados
96 
anillodeimidazolina.EstopuededeberseaqueenelanilloA,ademásdeposeerelátomodeflúorocloro,tieneotrogrupodesactivantecomoloeselcarbonilodelaamida.
5.4 ConclusionesSehansintetizado4derivadosfluoradosyunderivadocloradodelcompuesto2paraintentarreducir la basicidad de dicho cabeza de serie. El objetivo se logró para 3 compuestossustituidosenelanilloA(83a,84a,87a)aunquesoloseobservóunareducciónnotabledelpKaparaloscompuestos84ay87a,confluorenmetaycloroenortodelgrupoimidazolidina,respectivamente.Estoscompuestos fueronensayados in vitrosobreT.b. brucei. Se observóunaactividadentrabajaymoderadacontraeste parásito. Soloel compuesto84a presentóbuena actividad contra T. b. brucei (CI50 = 1.02 M). Cabe destacar que este compuestopresentó el pKa mas bajode los compuestos ensayados (pKa = 8.55). Por lo tanto, se hacenecesariomedirlaactividadcontraT.b.rhodesienseparacorroborarelpotencialtripanocidadeestoscompuestos.
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6. DeterminacióndeconstantesdeionizaciónporespectroscopíaUV
6.1 Introducción
Laconstantedeionizacióndeunfármaco(pKa)esunparámetrofisicoquímiconecesarioparaconocer el estado de ionización de dicho fármaco dentro del cuerpo. Las propiedadesfarmacocinéticas ADME (Administración, distribución, metabolismo y excreción) de losfármacosy lamaneraen que estos interactúan con sus dianas, así como la liposolubilidad(logP), solubilidadypermeabilidadestánmuyrelacionadascon suestadode ionización, esdecir,suconstantededisociaciónácidatambiénconocidacomoconstantedeacidez(Ka)1.Enlapráctica,laconstantedeacidezseexpresamedianteunamedidalogarítmicadeKa2:pKa=-log10 KaLahipótesisde partidadeeste trabajode tesis fueque las bis(2iminoimidazolidinas)y lasbisguanidinas cabezas de serie 1  10 no mostraron actividad in vivo en la fase tardía(neurológica)delaTAHpornopenetrarelSNCdebidoasubajapermeabilidadenlaBHE.Porsucarácterbásico,estoscompuestosestaránprotonadosapHfisiológicolocualinfluiráensupermeabilidad en la BHE. Se sintetizaron varias series de derivados (Ej. derivados Nalcoxilados, derivados fluorados) con el fin demodular la basicidad de dichos compuestosprototipo. Por lo tanto, un objetivo importante de este trabajo fue medir los pKas de loscompuestossintetizadosparapoderevaluarsuporcentajedeionizaciónapHfisiológico.Cabedestacarqueloscompuestosestudiadosposeendosgruposimidazolidínicosbásicosporlo que debería observarse dos valores de pKa (pKa1 y pKa2) tal como se muestra en elEsquema6.1.Sinembargo,anivelexperimentalnofueposiblecalcularunvalordepKaparacada grupo imidazolidínico sino que se observó un valor de pKa promedio para cadamolécula.Estosresultadossediscutenmásadelanteenestecapítulo.
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Esquema6.1
EntrelosmétodosmásutilizadosparamedirpKasestán:(a)Lavaloraciónpotenciométrica,enla que el pKa se determina mediante una curva de valoración; (b) la espectroscopíaultravioleta(UV),dondeelespectroultravioletadelcompuestosemideencadapuntode lavaloraciónyserepresentagráficamenteelcambioenlaabsorbanciaUVenfuncióndelpH3;(c)Laelectroforesiscapilarendiferentesdisolucionestampón,dondeelpKasecalculaapartirdelamovilidadrelativade los ionesadiferentespH4.Además,existenaparatoscomercialesdiseñadosparamedirpKasdemaneraautomáticausandounsistemalineardegradientedepH (mixedbuffer linear pH gradient system)5. Sin embargo, en ausencia de talequipamiento,ladeterminacióndepKadeseriesdecompuestosporlosmétodostradicionalesrequiere mucho tiempo y resulta bastante tediosa pues no pueden realizarse medidassimultáneas de varios compuestos. Tomando en cuenta estas limitaciones de los métodosexistentes,decidimosdesarrollarunanuevametodologíaquepermitamedirelpKadevarioscompuestosdemanerasimultáneayrápidausandoplacasde96pocillos.Paraello,decidimosaprovechar las ventajas de la espectroscopia UV tales como su sensibilidad (Ej. solo senecesitaunapequeña cantidad del compuesto; válidopara compuestos poco solubles) y suversatilidad (Ej. funciona a pH altos y bajos; se pueden medir varios compuestos a la vezusandoplacasde96pocillos)3a.SedescribenacontinuaciónlapuestaapuntodelexperimentodemedicióndepKamediantelaespectroscopiaUVenplacasde96pocillosasícomolosresultadosdemedidasdepKadeloscompuestosimidazolidínicossintetizadosenestatesis.Partedeestosresultadosserecogeenelartículo siguiente:RiosMartínez,C.H.;Dardonville,C. Rapiddeterminationof ionizationconstants (pKa) by UV spectroscopy using 96Well Microtiter Plates ACS Med. Chem. Lett.
2013,4,142145.
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6.2 MedicióndelpKamedianteespectroscopiaUVenplacasde96pocillos
6.2.1 MetodologíadelensayoPara poder medir el pKa de una molécula por espectroscopia UV, está debe tener uncromóforo cercano al grupo ionizable y suabsorbanciaen el espectroUVdebecambiar enfuncióndelestadodeionizacióndelamolécula.Paraaveriguaresto,semidióelespectroUVde los compuestos en dos disoluciones tampón de pH ácido y básico (pH 3 y 12,respectivamente),observándoseunaclaradiferenciadeabsorbanciaentrelamoléculaneutraylamoléculaprotonada(Figura6.1).Deestamanera,comprobamosquesepodíamedirelpKadenuestrasseriesdecompuestosutilizandolaespectroscopiaUV.
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Figura6.1:EspectrosdeUVdelcompuestos33bapH3.0ypH12.6
AntesdeempezarelexperimentoseprepararondisolucionestampóndepHvariableyfuerzaiónica constante (I = 0.1M) para cubriruna gama de pHentre 3 y 12 (Ej. 23 puntos porunidaddepKa).Además,sepreparóunadisoluciónmadre (stock)aunaconcentración10mMenDMSOdecadacompuestoaensayar.Elexperimentodemedidade lospKase llevaacabodelasiguientemanera:1)Seañadenlasdiferentesdisolucionestampón(Ej.196µL)encadaunodelospocillosdelaplacaautilizar(Figura6.2).2)Sepreparanenprimerlugar lasdisolucionesblanco(factoresdecorrección)añadiendo2%(v/v)deDMSOenladisolucióntampónalpHdeseado.
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3) Se sigue rellenando la placa añadiendo una cantidad fija de disolución stock de cadacompuestoencadaunode lospocillos (Ej.4µL)procurandoagitarcon lamicropipetaparaobtenerunadisoluciónhomogénea.Laconcentraciónfinaldeloscompuestosencadaunodelospocilloses0.2mM.4)SemidenlosespectrosUVenelrango200500nm.5) Los datos de los espectros UV a cada longitud de onda en función del pH se tratanutilizandoelprogramaExcelobteniéndoselosespectroscorregidosrespectoalblanco.6) Los datos de absorbancia obtenidos se analizan con el programa GraphPad6. Con esteprogramarepresentamoslagráficadelcambiodelaabsorbanciadenuestroscompuestosenfuncióndelpH,loquenospermitecalcularelpKaparacadaunodeloscompuestossiguiendoelmétododescritoporTomshoet al. (Véaseapartado6.2.2)7. Serealizaunmínimode tresmedidasdepKaparacadacompuesto.LuegoelpKapromediosecalculaapartirdelpromediodelasconstantesdeionización(Ka)obtenidasencadamedida3b.CabedestacarqueelnúmeroyrangodedisolucionestampónnecesariosparadeterminarelpKa depende del compuesto que se está estudiando. En general, un primer ensayo con 12disolucionesquevandesdepH3hasta12permiteobtenerunvaloraproximadodepKaquesepuederefinarrepitiendoelexperimentousandomáspuntosdepHalrededor(±2unidadesdepH)dedichovalor.
Compuesto 1 (4 L)
Buffer (196 L)
Buffer pH:
3 4 5 5.5 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 8.5 9.0 ...
Compuesto 2 (4 L)
Compuesto 3 (4 L)
Compuesto 4 (4 L)
Blanco: DMSO (4 L)
Compuesto 5 (4 L)
Compuesto 6 (4 L)
Compuesto 7 (4 L)
Figura6.2:Ejemploderellenodeunaplacade96pocillosparaladeterminaciónsimultáneadelospKasde7compuestos.
6.2.2 ProcedimientogeneralparaelanálisisdelosespectrosUVEl análisis de los datos que hemos utilizado para realizar estos estudios ha sido descritopreviamente por Tomsho et al.7a A continuación se presenta un ejemplo de dicho análisisllevadoacaboconel4nitrofenol(Figura6.3).LosdatosdeUVobtenidosfueronimportados
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alprogramaExcelyprocesadosde lasiguientemanera;enprimer lugar,elespectroUVfuecorregidomediantelasustraccióndelespectroUVdelosblancosparacadapHylongituddeonda.ObtenidoslosespectrosUVdenuestroscompuestossinlaabsorbanciaaportadaporelDMSO,seprocedióanormalizarlossustrayendoalosespectrosdeUVlaabsorbanciaalacualloscompuestosnoabsorben(Ej.=400o500nmenlamayoriadeloscasos,Figura6.3a).Obtenido el espectro normalizado, realizamos el espectro diferencial, el cual se obtienesustrayendo el espectroUVdelcompuestoal pHmásácidoa losespectrosUVobtenidosatodoslosotrospHs.Laslongitudesdeondaanalíticassedeterminarongráficamenteapartirde la longitudde onda delmáximoyelmínimoque seobservanen la gráficadel espectrodiferencial(Figura6.3b).LaabsorbanciatotalparacadaunadelospHanalizados,secalculacomolasumadelvalorabsolutodelasabsorbanciasalaslongitudesdeondaanalíticasparacadaunodelospHutilizados(Figura6.3c).LuegoestosvaloresserepresentanenfuncióndelpH,yelpKadelamoléculasedeterminamedianteregresiónnolinearutilizandolaecuación1.
 (1)
EndondeHAyAsonloscoeficientesdeextincióndelaformaácidaybásicadelcompuesto,respectivamente,ySteslaconcentracióndelcompuesto.
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Figura6.3:AnálisisdeespectrosydeterminacióndelpKadel4nitrofenol.(a)espectroUV(=250500nm)del4nitrofenolendiferentesdisolucionestampóndesdepH3hastapH12.Lasabsorbanciasestánnormalizadasaceropara=500nm.(b)EspectrodiferencialentreelespectrodeUVdelcompuestoapH3ylosespectrosdeUVdetodoslosotrospHs.Ladesviaciónmáximaocurrea406nmmientrasqueelmínimoocurrea314nm.(c)GráficodelaabsorbanciatotalvspH.ElvalordepKasedeterminamedianteregresiónnolinearutilizandolaecuación1.
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6.2.3ValidacióndelatécnicaconcompuestosdepKaconocidoParavalidarnuestratécnica,sedecidiórealizarlamediciónsobrecompuestoscuyospKaestándescritosenlaliteratura.Setomaroncomoejemploscompuestosmonoácidos,monobásicosydibásicos: 2metil1Hbenzimidazol, 5nitro1Himidazol, clonidina y dicarbamimidato deoxibis(4,1fenileno)(88)(Figura6.4)
Figura6.4.Estructuradeloscompuestosdereferenciautilizadosparavalidarelmétodo.
LacantidaddepuntosdepHutilizadosdependedecadacompuesto.Luegofueronañadidos4
Ldecadaunodeloscompuestosalos196Ldelasdisolucionesbuffer.Deestamaneraloscompuestosseencuentranenunaconcentraciónde0.2mM.LosespectrosUVfueronmedidosy corregidos y luego estos espectros fueron normalizados obteniéndose los siguientesespectrosUV(Figura6.5).
Figura6.5:EspectrosUVnormalizadosdel2metilbenzimidazoly5nitroimidazol.
250 300 350 400
0.0
0.2
0.4
0.6
0.8
1.0
5-Nitroimidazol
pH  = 2.92
pH  = 12.6
longitud de onda (nm)
ab
so
rb
an
ci
a
2-Metilbenzimidazol
240 260 280 300
0.0
0.5
1.0
1.5
2.0
pH = 3.0
pH = 11.0
longitud de onda (nm)
ab
so
rb
an
ci
a
DeterminacióndeconstantesdeionizaciónporUV
107 
Figura6.6.EspectrosdeUVnormalizadosdelaclonidinayelcompuestos88.
Unavezobtenidoslosespectrosnormalizados,secalculóeldiagramadiferencialtalcomoseindicaenelprocedimientogeneralparaelanálisisdelosdatosdeespectroscopiaUV.Deestamaneraobtuvimoslassiguientesgráficas.
Figura6.7:Gráficadiferencialdeloscompuestos2metilbenzimidazoly5nitroimidazol.
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Figura6.8:Gráficadiferencialdelaclonidinaycompuesto88.Tomandolosmáximosy losmínimosdeabsorbanciaqueseobtuvierongráficamentede losdiagramasdeabsorbanciadiferencial,seobtienenlaslongitudesdeondaanalíticas.Lasumade los valores absolutos de las absorbancias a estas longitudes de onda se representa enfunción del pH obteniéndose las curvas de absorbancia total vs pH. El valor de pKa sedeterminamedianteregresiónnolinearutilizandolaecuación1.
Figura6.9:CurvadeabsorbanciavspH:determinacióndelpKadel2metilbenzimidazolydel5nitroimidazol.
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Figura6.10:CurvadeabsorbanciavspH:determinacióndelpKadelaclonidinayde88.
Serealizaronunmínimodetresmedidasparacadaunode loscompuestos.ApartirdeellassecalcularonlospromediosdelospKaexperimentales.LospKas medidosexperimentalmenteconnuestrométodo fueronmuy similares a losdatosdescritos en la literatura (Tabla 6.1)demostrandolaaplicabilidaddeestatécnica.Tambiénsedemostróquelapresenciade2%deDMSOcomocodisolventenoalterabasignificativamenteelpKaobservadoyaquelosvaloresdeterminadosexperimentalmentemediantenuestrametodologíafueronmuysimilaresa losreportados en la literatura en 100% de agua. Esto representa una ventaja para ladeterminacióndelpKadecompuestospocossolublesenagua.
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Tabla6.1:pKaexperimentalesyvaloresencontradosenlaliteratura.
Estructura
compuesto Disolv.
a (nm)b pKamedido
Promedio
±errorc
Valor
Lit.d Ref.
4nitrofenol
H2O 318/400 7.017.027.02 7.02±0.01 7.15
6.91
8
9H2O+2%DMSO 318/400 6.846.886.90 6.87±0.03
2metil1Hbenzimidazol
H2O+2%DMSO 268/280 6.206.276.216.20 6.22±0.03 6.23 10
5nitro1Himidazol H2O+2%DMSO 297/354 9.229.179.20 9.20±0.03 9.3 10
clonidina H2O+2%DMSO 244/312
8.158.248.05 8.14±0.09 8.128.04 11
88
H2O+2%DMSO 250/390 10.6310.7210.75 10.70±0.06 10.4 12
aTemperaturadelosexperimentos30°C.TodoslospKafueronmedidosaunfuerzaiónicaconstante(I=0.1M)yaunconcentracióndeC=0.2mM.Hemosobservadoqueelusodeun2%v/vDMSOcomocodisolventenoalterasignificativamente el valor del pKa de los compuestos ensayados. b Las longitudes de onda analíticas han sidodeterminadas a traves del máximo y mínimo de absorbancia en los diagramas de absorbancia diferencial. cDesviaciónestandar.dValoresexperimentalesmedidosa25°Cenagua.
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Puestoqueeltiempomedionecesariopararellenarunamicroplacade96pocillos(Ej.blancosysietecompuestosen12tamponesdiferenteso5compuestosen16tamponesdiferentes)esdeunos45minutos,yquelalecturadelaplacatardaunos40minutos(Ej.=230400nmconunaresoluciónde2nm),decidimoscomprobarla estabilidaddeloscompuestosen lasdisolucionestampónatravésdeltiempo.Paraello,serealizaronvariasmedidasdelamismaplacaadiferentestiempos(40,90y150minutos)ysecalculóelpKadeloscompuestosparacada tiempo.Dicha prueba se llevóacabo con el 5-nitro-1H-imidazol y un derivadobis(2-aminoimidazolínico) sustituido con N-metoxilo (35a). Los resultados de este experimento(Figura6.11)muestranqueelpKamedidoparacadacompuestonovariasignificamentealolargodelexperimentoporloquededucimosque loscompuestosensayados sonestablesenlasdisolucionestampónatravésdeltiempo.
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Figura 6.11: Estudio de estabilidad del 5-nitroimidazol y 35a en las disoluciones tampón a lo largo delexperimento.Laplacacon loscompuestosdisueltosenlos tamponesfue leida3vecesa lo largode3h(T1=40min,T2=90min,T3=150min).ElpKafuecalculadoparacadatiempo.
6.3 DeterminacióndelpKadeloscompuestosbis(2-iminoimidazolídinicos)
6.3.1 ResultadosydiscusiónHabiendocomprobadolavalidezdeestanuevametodología,procedimosamedirelpKadelosderivados imidazolidínicos sintetizados durante esta tesis. Siguiendo el procedimientogeneralantesdetalladosellevóacabolamedidasimultáneadelpKadeloscompuestoscabezadeserie(24),losN-alcoxilanálogos(3338),ylosderivadoshalogenados(83a87a).Seutilizó unamedia de 4 compuestos por placa con 16disoluciones tampón (pH) diferentes.
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EstonospermitiótenertodoslosespectrosUVentodoelrangodepHenaproximadamente30  40minutos. Encomparación con otras técnicas, esta sepuede considerar una técnicarápidaparalaobtencióndelpKa.LosvaloresexperimentalesdepKaserecogenenlaTabla6.2.LosespectrosUV,elanálisisdedatos, y las curvasdeabsorbancia vs pHpara la determinación de lospKas aparecenen laparteexperimental.Hayquedestacarque solofue posiblemedirun solovalordepKaparanuestroscompuestosapesardeposeerdosgruposionizables.EstosedebeprobablementealsolapamientodeambospKas.Esdecir,lasegundadesprotonaciónposiblementetienelugarenunrangomuypequeñodepH,porloquenosedistinguenexperimentalmenteloscambiosenlosespectrosdeUV.Estosresultadossonconsistentesconaquellospublicadosenlaliteraturaconmoléculasdicationicassimétricassimilares[ie,bis(2-iminoimidazolidinas),bisguanidinasydicarbamimidatos)13.
Tabla6.2:MedidasexperimentalesdepKadelasbis-(2-iminoimidazolidinas)ysusderivados
N-alcoxilados.a
Estructura R  (nm)b pKa± DSc
2 H 258/308 9.29±0.07d
33a OMe 258/312 7.27±0.09
33b OEt 258/308 7.34±0.03
33e OH 258/298 7.43±0.10
3 H 260/292 10.34±0.04
34a OMe 240/270 7.95±0.05
34b OEt 258/296 8.27±0.07
4 H 260/310 10.71±0.10
35a OMe 236/262 8.01±0.12
35b OEt 238/262 8.01±0.21
35e OH 238/264 7.97±0.13
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ContinuaciónTabla6.2
5 H 272/288 9.82±0.26
36a OMe 272/290 7.53±0.14
a ElcompuestofuedisueltoenDMSO(soluciónmadre)ydiluidoconelcorrespondientebufferparaalcanzarunaconcentración de 0.2 mM en cada pocillo (2% DMSO v/v).). b Longitud de onda analítica. c pKa de los gruposiminoimidazolidínicos;solamenteunvalordepKapudo sercalculadopara ambosgrupos iminoidazolínicos. dElvalordelpKafuecalculadodelpromediodealmenos3medidasindependientes.Deigualmanera,solofueposiblemedirunúnicovalordepKa(quetambiénesresultadodelpromedio de las dos constantes de ionización presentes en estas moléculas) para loscompuestos halogenados 83a  88a. Los pKa obtenidos fueron ligeramente superiores alcompuestocabezadeserie2 enelcasodeloscompuestossustituidosenel anilloB (85a
86a)ydisminuyóligeramenteenelcasodeloscompuestossustituidosenelanilloA(83a
84ay87a)(Tabla6.3).Dichosresultadossecomentanmásdetalladamenteenelcapítulo5deestatesis.
Tabla6.3:MedidasexperimentalesdepKadeloscompuestos83a87a.
H
N
N
H
H
N
HN
NH
N
H
N
H
OR2
R1
R4
R3
A
B
Compuestoa R (nm)b pKa±SDc
2 R1 =R2 =R3 =R4 =H 258/308 9.29±0.07d
83a R1 =F;R2 =R3 =R4 =H 314/380 9.09±0.10
84a R2 =F;R1 =R3 =R4 =H 260/314 8.55±0.01
85a R3 =F;R1 =R2 =R4 =H 243/309 9.40±0.11
86a R4 =F;R1 =R2 =R3 =H 263/313 9.43±0.02
87a R1 =Cl;R2 =R3 =R4 =H 260/312 8.57±0.05
aElcompuesto fuedisueltoenDMSO(soluciónmadre)ydiluidoconelcorrespondientebufferparaalcanzarunaconcentración de 0.2 mM en cada pocillo (2% DMSO v/v).). b Longitud de onda analítica. c pKa de los gruposiminoimidazolínicos;solamentepudosercalculadounvalordepKaparaambosgrupos imidazolínicos.dElvalordelpKafuecalculadodelpromediodealmenos3medidasindependientes.
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6.4 ConclusionesHemos desarrolladounametodología que permite una rápidamediciónde laconstante deionización(pKa)deseriesdecompuestosorgánicosporespectroscopíaUV.Estametodologíaaprovecha unas ventajas de la espectroscopía UV como su sensibilidad y su rendimientomediante la utilización de placas de 96 pocillos. Esto hace posible la utilización de unapequeñacantidaddecompuesto(1-2mg)yladeterminaciónsimultaneadelpKa(enH2O)devarios compuestos. Además, hemos comprobado que la presencia de 2% de DMSO en lasdisoluciones acuosas apenas afecta los valores experimentales de pKa. Esto presenta unaventaja ya que permite medir las constantes de ionización en agua de compuestos pocosolublesenmedioacuoso.Esta metodología resultó ser muy útil para medir este parámetro físico-químico muyimportantealahoradeldiseñodenuevosfármacos.Elhechodeutilizarcantidadespequeñasde compuestos y aparatos habituales en laboratorios de investigación (pH-metro,espectrometroUV-Vis)hacefactibleestemétodocomoherramientadeusocomúnporgruposde investigaciónenQuímicaMédica. El tiempoque consume la realizaciónde lamedida esrelativamente cortoen comparaciónconotrosmétodosdemedicióndepKa yel análisisdedatos resulta sencillo, por lo que esta metodología presenta muchas ventajas para ladeterminacióndelasconstantesdeionizacióndecompuestosorgánicos.En el caso particular denuestroscompuestos bis(2-iminoimidazolidínicos) que poseendosgruposionizables,nofueposiblemedirelpKaparacadaunodeestosgrupos.SolamenteunvalordepKa(promedio)fuedeterminadoparacadacompuesto.EstopuededeberseaquelasegundadesprotonacióntienelugarenunrangomuycortodepHporloqueelcambioenlosespectrosnopudodetectarse.
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7.EstudiosbiofísicosporResonanciadePlasmóndeSuperficie(SPR)
7.1 EstudiosdeuniónaADNEsconocidalacapacidaddeloscompuestosdicatiónicosparainteraccionarconelADN1.Compuestos de la familia de las diamidinas2, diguanidinas3 o bisimidazolinas4 activoscontra T. brucei demostraron ser buenos ligandos del ADN5. Existen dos modos deinteracciónfármaco-ADNquesebasanenunauniónbiencovalenteono-covalenteentreelligandoyladoblehebradelADN.Además,losligandosdeADNsepuedendividirendossubclases: ligandos del surco y agentes intercalantes6. Los ligandos del surco estrecho(minorgroovebinders,MGBporsussiglasen inglés)soncompuestosparticularmenteinteresantesparaeldiseñodeagentesantimicrobianosporquesonsecuencia-selectivos(adiferenciadelosagentesintercalantesqueno loson),uniéndoseprincipalmentea losADNdedoblehebraricosenbasesA/T.Laselectividadesespecialmenterelevanteenelcasodeparásitospatógenoscomolos tripanosomascuyogenomamitocondrial contieneuna alta proporción de secuencias de ADN ricas en bases A/T5. Se han descrito en laliteratura seriesde compuestosMGBque seunenespecíficamente al surco estrechodelADNsiendo a suvezmuyefectivos contra elparásitoT. brucei5, 7.LamayoríadedichosMGB comparte características estructurales: carga(s) positiva(s), anillos aromáticos oheteroaromáticos preferentemente no fusionados, y una estructura en forma demedia-luna(isohelicity)queseadaptaalacurvaturadelsurco8(Figura7.1).
Figura7.1: Estructura cristalina de la 4,4´-bis(imidazolidinilamino)difenilamina unidaal surcoestrecho deunacadenadeADNdesecuenciaAATT8.
Estudios biofísicos por SPR 
120 
Dichascaracterísticaspermitenunacoincidenciaidealentreelligandoyelsurcomedianteinteracciones de tipo van derWaals y enlaces de hidrógeno. En trabajos anteriores denuestro grupo de investigación, se demostró la capacidad de los derivados de bis-iminoimidazolidinioparainteraccionarconelsurcoestrechodelADN,factorposiblementerelacionadocon labioactividaddeestoscompuestoscontraT.brucei 4a, b.Puestoque loscompuestos sintetizados en esta tesis son derivados estructuralmente relacionados conlos cabezasde serie2 9, nosplanteamosmedirexperimentalmente su afinidadpor elADN conelobjetivodedeterminar:1)lainfluenciaquetienenlossustituyentes-ORdelosanillos de imidazolidina sobre la fuerza y el modo de unión al ADN de este tipo decompuestos,y2)siexisteunacorrelaciónentre launiónalADNy laactividadbiológicasobreT.brucei.Estosexperimentosse llevaronacabomedianteResonanciadePlasmónde Superficie (SPR,por susiglas en inglés), una técnicabien establecidaparael análisiscuantitativodelasinteraccionesfármaco-ácidonucléico.9
7.1.1 IntroducciónsobrelatécnicadeSPREstatécnicaconsisteenlamedición,medianteunbiosensorópticodeondaevanescente,delcambioenelángulodelaluzreflejadaqueseproduceporlainteraccióndeunligandocon su receptor (o viceversa) inmovilizado sobre una superficie de oro (chip) (Figura
7.2).Enlafigura7.2asemuestraunreceptorquehasidoinmovilizadosobrelasuperficiedelchip.Sobreestaláminademetalsecolocaunprisma.Unhazdeluzpolarizadasehaceincidirsobreelchipdeoroatravésdelprismaconunciertovalorcríticoparaprovocarlareflexióndelhazde luz.Sobreelpuntodeincidenciadelhazseproduceunainteraccióncon la nube electrónica del metal y una pequeña parte del haz es absorbida por éste,fenómenoqueesconocidocomoondaevanescenteoplasmóndesuperficie(Figura7.2b).
Figura7.2:EsquemadelfuncionamientodelSPR.(a)Chipdeoroconunreceptorinmovilizado.ElánguloSPRdelhazdeluzreflejadasemantieneconstanteenausenciadeligando.(b)Alfluirelligandosobrelasuperficiedelchip,seunealreceptorprovocandouncambioenelánguloSPRproporcionalalacantidaddeligandoqueseune.
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El ángulo de SPR es aquel en el que se produce la mayor pérdida de luz reflejada ydependede lascaracterísticasópticasdelsistema.Elequipomonitorizaráestoscambiosdemodoque cuandonuestro ligando interacciona con el receptor inmovilizado (Figura
7.2b)seproduciráuncambioenelánguloSPR,queserádependientedelcambiodemasaproducidosobrelasuperficiedelchip.Serepresentacomoseñalderesonanciaenfuncióndel tiempo (sensograma). En la figura 7.3 semuestra gráficamente la cuantificacióndelcambioenelángulodeSPRalolargodeunexperimentoenelqueunligandofluyesobrelasuperficiedelchipdondeestáinmovilizadoelreceptor.LatécnicadeSPRpermitemedirla afinidad de la interacción ligando-receptor, así como la cinética de la misma. Acontinuación se muestran las constantes de asociación (KA) y disociación (KD) de unsistemadeinteracción1:1entreelligando(L)yelreceptor(R):
Figura7.3: Sensograma.Representacióncontinuayen tiemporealque refleja losprocesosdeasociaciónydisociacióndelcomplejoligando-receptor.
7.1.2 Resultados de unión de los compuestos a 3 oligonucleótidos hairpin de
secuenciaAATT,(AT)4y(CG)4Con la finalidaddeconocer laafinidadporel surcoestrechodelADNde loscompuestossintetizados, nos planteamosmedirmediante la técnica de SPR dicha interacción. Paraesto, tres tiposdeoligonucleótidosconsecuenciaAATT,(AT)4 y(CG)4, respectivamente
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(Figura 7.4), fueron inmovilizados en un microchip de oro utilizando la técnica destreptavidinacomosedescribeenlaparteexperimental(sección8.22).
Figura7.4:EstructuradelassecuenciasdeADN5-biotinilado(hairpinduplexes)usadosenestosensayos.Fueron utilizadas las secuencias AATT y (AT)4  ya que es conocida la afinidad decompuestos dicatiónicos por estas secuencias y su alta presencia en el genomamitocondrial de T. brucei. La secuencia (GC)4 ha sido utilizada como control negativo.Como primer paso, se procedió al cribado (a la concentración de 25 µM) de todos loscompuestossintetizadosconlostresADNsconelfindedeterminarcualesseuníanalADNdemanerasignificativa.DeestamanerasepudierondistinguirloscompuestosconbuenaafinidadyaquellosquenoseunianadichosADNs(Figura7.5).
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Figura7.5: Diagrama de la afinidad (respuesta SPR relativa ajustada al pesomolecular) de los diferentescompuestosalaconcentraciónde25MconelADNAATT.Seprocedióentoncesamedir lasconstantesdeasociaciónde loscompuestosconmejorafinidad aparente: los cabezas de serie imidazolidínicos2 4, el compuesto cabeza deserie guanidínico 7, los derivados bis(2-iminoimidazolídinicos) 33a,e y 35b,e, y losderivados bisguanidínicos 57a - 58a y 65a. El experimento para la medición de lasconstantesdeafinidadsellevóacabodelasiguientemanera:diferentesdilucionesdeloscompuestos,enelrango0.0560M,fueroninyectadassobreelmicrochipdondehabían
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sido inmovilizadas las diferentes secuencias de ADN obteniéndose un sensograma paracada una de las concentraciones(Figura7.6).
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Figura7.6:Determinaciónde la constantedeafinidad.(a)Sensogramas adiferentes concentracionesde launióndelcompuesto33econeloligonucleótidoAATT.(b)LarespuestaSPR(RU)enlaregióndeequilibriodelos sensogramas fue convertida a r (moles de compuesto unido por mol de ADN; r = RU/RUmax) y fuerepresentadafrentealaconcentracióndelcompuestonounidoparalosoligonucléotidosAATT,(AT)4y(GC)4.
Unavezobtenidoslossensogramasparacadaunadelasconcentraciones,larespuestaSPR(RU)enlaregióndeequilibriodelossensogramas(zonadeestabilizaciónenlafigura7.3)fue convertida a r (moles de compuesto unido por mol de ADN; r = RU/RUmax) y fuerepresentadafrentealaconcentracióndelcompuestonounido(Cf=disoluciónquefluyesobrelasuperficiedelchip).Lasdiferentescurvasfueronajustadasamodelosdeunsitioodossitiosdeuniónsegúncadacaso(véaselosdetallesenlaparteexperimental(8.22.2.2).LosresultadossemuestranenlaTabla7.1.
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Tabla 7.1: Constantes de afinidad KA (× 105 M-1) de los compuestos por losoligonucleótidosAATT,(AT)4y(GC)4.
Estructura AATTa (r)b (AT)4a (r)b (GC)4a (r)b
2 60.2(1.7) 32.6(1.3) <1c,d
33a 39.1(1.5) 28.5(2) <1c
33e 130(1) 36.6(1.2) 0.54(1.5)
3 0.86(1.8) 1.27(1.4) 0.02-0.06f(4.7)
4 3.6(3.3) 2.3(4) 0.51(2)
35b 0.19-0.70(2) (0.10-0.14)d(8.9)d 0.12e(2)
aConstantedeunión primariaparaun ajuste a unmodelode dos sitiosdeunión. br=RU/RUmax. cNohaysuficiente señal para obtener una constante de unión para ese oligonucleótido. d Unión no específica. eConstantedeuniónparaunajusteaunsitiodeunión.fTomadodeNagleP.etal.4c
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ContinuaciónTabla7.1
Estructura AATTa (r)b (AT)4a (r)b (GC)4a (r)b
35e 11.5(1.1) 2.5(1.2) 0.13e(1)
7 71.0f 18.0d <1c
57a 8.1(1.5) 3.5(1.6) -
58a 5.5e(2) 3.3(2) -
65a 0.18e(2.8) 0.14(3.5) d
aConstantedeuniónprimariaparaunajustea unmodelodedos sitiosdeunión. br=RU/RUmax. cNohaysuficiente señal para obtener una constante de unión para ese oligonucleótido. d Unión no específica.  eConstantedeuniónparaunajusteaunsitiodeunión.fTomadodeNagleP.etal.4c
Loscompuestoscabezadeseries2 y7 cuyoespaciadores labenzamida,mostraronunaaltaafinidadpor losoligonucleótidosAATTy(AT)4conunapreferencia (delordende2veces)parael primero. Por el contrario, estos compuestosmostraronuna afinidadbajapor la secuencia (CG)4 confirmando que son ligandos específicosdel surco estrecho delADN.Encambio,loscabezasdeserieconespaciadorurea(3)oetileno(4)mostraronunaafinidad reducida (entre 20 y 40 veces menor) para ambas secuencias AT y escasaespecificidad.
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Los derivados bis(1-alcoxi-2-iminoimidazolidínicos) mostraron resultados diversos. Elcompuesto 35b (R = OEt) mostró valores bajos de afinidad, similares para las tressecuencias, siendo bastante inespecífica su afinidad por estos ADNs. En cambio, el N-metoxi derivado 33a mostró una unión selectiva a ambas secuencias AT aunque suconstantede afinidad para estas secuencias fue algomenor que la del compuesto2 sinsustituir. Por el contrario, la introducción de grupos OH sobre los nitrógenosimidazolidínicos (33e, 35e) resultó en una mejora sustancial de la afinidad de estoscompuestosporlasecuenciaAATT(entre2y3veces)encomparaciónconloscompuestoscabezadeserie2y4,respectivamente.Asípues,elderivadoN-hidroxilado33efueelquemejorafinidadmostróporlosoligoucleótidosAATTy(AT)4,siendomásespecíficoporlasecuenciaAATT(3.5veces)frentealasecuencia(AT)4.Enconjunto,estodatosmuestranelefectopositivodelosgruposhidroxilosobrelafuerzaylaselectivaddeunióndeestosderivados.Encuantoalosderivadosdeguanidina,laintroducciónderestosetilo(57a)eisopropilo(58a)resultóenunapérdidadeafinidad(>5veces)porambassecuenciasATconKA<10×105M-1.Deigualmanera,elderivadodeguanidina65a(R=Et)conespaciadordetipourearesultóserunligandodébileinespecíficodeestassecuencias(KA<1×105M-1).Engeneral, todos los compuestosmostraron escasa afinidadpor la secuencia (CG)4 (KA <1×105M-1) indicandoque estosderivados son ligandosespecíficosdel surco estrechodeADNricosenbasesAT.Enresumen,estosresultadosmuestranquelaunióndeestoscompuestosdicatiónicosalsurcoestrechodelADNesmuysensibleapequeñasmodificacionesestructuralessobrelosgrupos catiónicos (Ej. sustituyentes alquilos y alcoxilos), tanto en los anillos deimidazolidina como en las guanidinas. Cabe destacar que la introducción de gruposhidroxilo sobreelN1de las imidazolinasmejora demanera importante la afinidady laselectividaddeestasmoléculasporlasecuenciaAATT.Esteresultadoesmuyinteresanteporque según estudios anteriores con moléculas parecidas, la introducción de gruposhidroxilosobrelosrestosdeguanidinareducíandrásticamentelaafinidaddeuniónaADNde dichos compuestos10. Por lo tanto, nuestros resultados establecen una base para eldiseñodenuevosligandosdelsurcoestrechomáspotentesyespecíficos.Porúltimo,hayquerecalcarque lanaturalezadelespaciadorentre losdos fenilos juegatambiénunpapel fundamentalpara el reconocimientodeestas estructurasporelADN.Nuestrosdatos confirmanque laN-fenilbenzamida (Ej. 2,7,33a,33e) esun esqueletoprivilegiadoparaobtenerexcelentes ligandosdelADN.Dehecho,el compuesto33eque
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resultóserelmejor ligandodeADNde laserie, es tambiénel compuestoquemostró lamejoractividadinvivoenlafaseneurológicadelaTAH.Aunquenoseobservaunaclaracorrelación entre los resultados de unión a ADN y la actividad tripanocida de estoscompuestos,losresultadosdeuniónde35esugierenquedichocompuestopodríaactuarsobreT.bruceimedianteunmecanismoque implica la formacióndeuncomplejoconelADN.
7.2 EstudiosdeuniónaproteínasplasmáticasLas proteínas plasmáticas son proteínas que se encuentran en el plasma sanguíneo,llegandoestarpresentesensangreencantidadesde70g/L.Elplasmasanguíneocontienemayoritariamentealbúmina(30a50g/L),inmunoglobulina(1015g/L),fibrinógenos(24.5g/L)yotrostiposdeproteínas.Esdemencionarque enelplasma, la albúminadesuero humano (HSA) juega un papel importante en el transporte de agentes, tantoendógenos como exógenos a través del torrente sanguíneo y, por consiguiente, sueleutilizarse como modelo para investigar su interacción con moléculas pequeñas ya quepuedeproporcionarinformaciónrelevantesobrelafarmacocinéticayfarmacodinamiadeposibles nuevos fármacos11. Así, la estimación de la capacidad de unión que tendránnuestros compuestos por la HSA ejercerá un efecto en su concentración libre en eltorrente sanguíneo. Por tal motivo, nos propusimos medir la unión a HSA de loscompuestos 2, 33a, 33e, 34d, 35b y 35d mediante SPR. El experimento consiste eninmovilizarHSAenunchipa travésdegruposamino.Acontinuación, se llevaa caboelexperimento de unión, donde se utilizaron como controles positivos diferentescompuestos(warfarina,fenitoína,prednisona) ysulfanilnamidacomocontrolnegativo.Laconcentración óptima para llevar a cabo el experimento fue determinada en 40 Msiguiendo los protocolos previamente descritos12 obteniéndose los resultados que semuestranenlagráfica7.1.
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Gráfica7.1:AfinidadporHSAdelcompuestocabezadeserie2yalgunosdesusanálogos.
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Realizado el experimento, se observó que todos los compuestos poseen una uniónreversibleaHSA.Elcompuestocabezadeserie2mostróunnivelintermedioaligualqueelcompuesto36e.Porelcontrarioloscompuestos33a,33e,35b y35eapenas seunencomosemuestraenlagráfica7.1.LosresultadosdebajauniónaHSAeranlosesperados,enespeciallosdelcompuesto35equefuecapazdecurarlosratonesenelensayoinvivodelaprimerafasedelaTHA.AlnopresentarapenasuniónaHSA,elcompuesto35etieneuna alta disponibilidad en sangre para actuar contra el parásito, lo cual explica suactividadinvivoenlaprimerafasedelaTAH.
7.3ConclusionesHemosmedidomediante la técnica de SPR la constante de afinidad de los compuestoscabeza de serie 2  4 y 7 y los derivados 33a,e, 35b,e; 57a, 58a y 65a por losoligonucleótidos AATT, (AT)4 y (GC)4. También hemosmedidomediante esta técnica laafinidaddelcompuestoscabezadeserie2ylosderivados33a,e;34ey35b,eporlaHSA.Ningunode los compuestos imidazolidínicos ensayadosmostró altaafinidadpor laHSAindicando que estos compuestos deberían poseer una alta disponibilidad en sangrepermitiéndolesactuarsobrelosparásitosdemaneramásefectiva.En los ensayos de unión a ADN, hemos comprobado que los derivados bis(2-iminoimidazolidínicos)33a,33e,35by35ey los derivadosdebisguanidina57a, 58a y
65aposeenmayorafinidadporlosoligonucleótidosAATTy(AT)4vs(GC)4confirmándoseque son ligandos del surco estrecho específicos de secuencias AT. Los compuestos
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derivadosdelaN-fenilbenzamida(33ay33e)mostraronposeerlamayorafinidadporlosoligonucleótidos AATT y (AT)4 entre todos los compuestos probados, recalcando elpotencialdedichoesqueletoparaeldiseñodeligandosespecíficosdelsurcoestrecho.Elcompuesto33equeposeeactividadinvivoenlafaseneurológicadelaTAHmostrómayorafinidad que el compuesto cabeza de serie 2, en particular por el oligonucleótido desecuenciaAATT(KA=130×105M-1.Comoyaesconocidoqueelgenomamitocondrialde
T.bruceiposeeunaaltacantidaddeestassecuencias,estosresultadospodríanindicarqueelcompuesto33eactúasobreelparásitocomounMGB,uniéndosealADNmitocondrialeinhibiendodealgunamaneralatranscripcióndelADN.
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8.ParteExperimentalLosespectrosdemasasseregistraronenmodopositivomediantelatécnicadeionizaciónporelectrospray(ES+)conunaparatoMSD-Serie1100HewlettPackardoenunHPLC-MSWATERS integrado por un módulo de separación 2695, un detector PDA (PhotodiodeArray) 2996 y un espectrómetro de masas Micromass ZQ. La cromatografía líquidaanalítica(HPLC)serealizóenfasereversautilizandounacolumnaSunFireC18-3.5mdedimensiones4.6mm×50mm.LamuestrasseanalizaronutilizandocomofasemóvilA:CH3CN+0.08%ácidofórmicoyB:H2O+0.05%ácidofórmico.Elgradienteutilizadofuede15%a95%deCH3CN,salvoqueseindiquelocontrario,en5minaunflujode1mL/min.Ladetecciónserealizóentre190y440nm.Ladeteccióndemasasserealizómedianteelequipo Micromass ZQ acoplado al módulo de HPLC utilizando tres voltajes de conodiferentes(20,40y60eV)ydetecciónenmodopositivo(ES+).Lascromatografíadecapafina (CCF) fueronrealizadasencromatofoliosdesílicagel60F254de20x20cm,marcaMerck. Las separaciones cromatográficas fueron realizadas por cromatografía demediapresiónconelsistemaFlashMasterPersonalusandocolumnasprecompactadasFlashPackSIde2g,10g,20go50gdesílicagel,columnascompactadasmanualmenteconalúminaneutra (Sigma-Aldrich, Al2O3, Brockmann I, pH = 7.0) o por cromatografía de capa finapreparativa,placas(20x20)cmy2mmdeancho,marcaUNIPLATE.Losespectrosde1H-RMNy 13C-RMNse registraronen espectrómetrosBrucker300Unity,Varian400Unity,Mercury 400 y Mercury 500. Los experimentos de correlación heteronuclear, HMBC yHSQC,fueronrealizadosenunespectrómetroBrucker300,Varian400UnityMercury400Unity consondadedetección inversa. Lamutiplicidadde las señalesdeRMNdeprotónestándefinidasde la siguientemanera: singlete (s), doblete (d), triplete(t), cuadruplete(c),multiplete(m),s.a.(señalancha).LasconstantesdeacoplamientoJsedanenhertzios(Hz). Los disolventes secos usados son de marca Aldrich/Fluka envasados en botellasSureSealTM.LasreaccionesenmicroondasfueronrealizadasenunreactordemircroondasBiotage (frecuencia:2045GHz). Lospuntosde fusión fueronmedidos enun aparatodemedidadepuntodefusiónmarcaMettlerToledoMP270.
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8.1Síntesisdeladiaminas27y28
8.1.1Síntesisdela1,3-bis(4-aminofenil)urea(27)En un matraz de tres bocas se disolvió 5 g (17.4mmol) de 1,3-bis(4-nitrofenil)urea en 120 mL deMeOH. Se añadió 250 mg de Pd-C 10% comocatalizador. Después de purgar el aire del matrazmedianteunciclodevacío/argón/vacío,lareacciónsedejóenagitacióndurante23horasbajoatmósferadehidrógeno(1atm).Terminadalareacción,seeliminóelcatalizadorporfiltraciónsobrecelite,seevaporóeldisolventeyelproductoserecristalizódeunamezcladeMeOH/DMF(2%).Deestamaneraseobtuvieron4.14g(98%)de27 comounsólidomarrónconbuenapureza.
8.1.2.Síntesisdela9,10-dihidroantracen-2,6-diamina(28)La diamina28 fue sintetizada utilizando el procedimientodescritoporTakimiyaetal.conalgunamodificación1.Enuntubo de vidrio KIMAX sellado con tapón de rosca se hizoreaccionar1.08g (4.5mmol)de2,6-diamino-9,10-antraquinona con4.5g(68mmol)decinc(Zn)activado* en10mLdeunadisolucióndeNH3 (30%enagua).Lareacción fuecalentadaa100°Cdurante23horas.Elprecipitadofuefiltradosobrecelita.Luegofuela-vadosucesivamenteconacetonaparasepararelproductodelassalesdezinc.Elfiltradofue secado con Na2SO4 y el disolvente evaporado obteniéndose 830 mg (88%) delcompuesto 15 como un sólido amarillo. Los datos de 1H-RMN del producto fueronconsistentesconaquellosdescritosporTakimiyaetal.1*Activacióndelcinc:unasuspensióndecincenpolvoseagitaconunadisoluciónacuosaal10%deHCldurante2minutos.Elzincserecogeporfiltraciónconunaplacafiltranteyse lava sucesivamente con agua y acetona. A continuación, el polvo de zinc se agitavigorosamenteconéterdurante10min.Elcincserecogeporfiltración,selavaconéteryseusadirectamenteenlareacción.
8.2Procedimientogeneralparalasíntesisdelosisotiocianatos2932Tiofosgeno(2.5equiv.)[Precaución:¡Muytóxico!Manejarconprotecciónadecuadaenunavitrinadegasesbienventilada]fueañadidoconunajeringaaunasuspensiónenagitaciónde las diaminas 25 - 28 (1 equiv.) en Et2O/H2O (3:1, v/v). La reacción fue agitada atemperaturaambientetodalanoche.Elprecipitadofuefiltrado,lavadoconaguaysecadoalvacíoparadarlosisotiocianatos29-32conexcelentesrendimientosyaltapureza.
H
N
H
N
O NHH N
ParteExperimental
135 
8.2.1Síntesisdel4-isotiocianato-N-(4-isotiocianatofenil)benzamida(29).Deacuerdoconelprocedimientogeneral8.2, 3.42g(15mmol)deladiamina25sehizoreaccionarcon2.51mL(33mmol)detiofosgenoparaobtener29comounsólidocolor gris (92%). 1HRMN (300MHz,CDCl3) 7.88 (s,1H,NH),7.85(d,J=8.7,2H,ArH),7.63(d,J=8.8,2H,ArH),7.31(d,J=8.7,2H,ArH),7.22(d,J=8.8,2H,ArH).13CRMN(75MHz,CDCl3)164.7(C=O),138.6,137.1,135.9,135.5,133.2,129.0,127.8,127.0,126.5,121.5.P.f.199-200°C.HPLC(UV)>95%.LRMS(ES+)
m/z=312.27(M+H).
8.2.2Síntesisdel1,2-bis(4-isotiocianatofenil)etano(30).De acuerdo con el procedimiento general 8.2, 3.23 g(15.2 mmol) de 4,4'-(etano-1,2-diil)dianilina 26 sehizoreaccionarcon2.55mL(33.5mmol)detiofosgenopara obtener30 como un sólido color blanco (84%).
1HRMN(300MHz,CDCl3)7.13(m,4H,ArH),7.06(m,4H,ArH),2.89(s,4H,CH2CH2).Pf:128-129°C.HPLC(UV):95%.
8.2.3Síntesisdela1,3-bis(4-isotiocianatofenil)urea(31).Deacuerdoconelprocedimientogeneral8.2,2.02g(8.84mmol)deladiamina27sehizoreaccionarcon1.69mL(22.1mmol)detiofosgenoparaobtener31comounsólidocolorgris(78%).1HRMN(300MHz,
CDCl3)8.29(s,2H,NH),7.40(d,J=8.8,4H,ArH),7.12(d,J=8.8,4H,ArH).P.f.>235°C.
HPLC(UV)>95%.LRMS(ES+)m/z=327.19(M+H).
8.2.4Síntesisdel2,6-diisotiocianato-9,10-dihidroantraceno(32).Deacuerdoconelprocedimientogeneral8.2, 2.46g(11.7mmol) de la diamina28 se hizo reaccionar con 1.96mL(26mmol)detiofosgenoparaobtener32comounsólidocolorbeige(89%).1HRMN(300MHz,DMSO-d6)7.42(d,J=1.9,2H,ArH),7.40(d,J=8.0,2H,ArH),7.27(dd,J=1.9,8.0,2H,ArH),3.94(s,4H,CH2).13CRMN(75MHz,CDCl3)137.9,136.0,132.9,128.5,127.7,124.5,123.6,34.4.P.f.>300°C.HPLC(UV)>90%.
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8.3 Procedimiento general para síntesis de las N-alcoxi-N-(2-aminoetil)
benzenosulfonamidas19c22cSe utilizó el procedimiento publicado por nuestro grupo de investigación tal como sedescribe a continuación2. A una disolución en agitación de las alcoxiaminas19 - 22 (1equiv.), piridina (0.5 equiv.) en  30mL de DCM se añadió gota a gota 100mL de unadisolucióndeNsCl(1equiv.)ypiridina(1.5equiv.).Acontinuación,lareacciónsedejóenagitación a temperatura ambiente durante una noche. Se comprobó por CCF que lareacciónhabíaterminado.Luego,porlavadoconunadisolucióndeHCl0.1Myposteriorrecristalización de una mezcla de acetona/hexano (1:1, v/v) se obtuvieron las 2-nitrobenzenosulfonamidas19a22a conbuenos rendimientos.Laalquilaciónde19a
22ausandola2-bromoetilftalimida(1.1equiv.)enpresenciadeK2CO3(2equiv.)en30mLde DMF como disolvente, se realizó a temperatura ambiente durante una noche,generandoloscompuestos19b22b. Terminadalasreacciones,loscrudosdereacciónseañadieronlentamentesobre150mLdeaguadestiladaparahacerprecipitarelproducto.Los precipitados fueron filtrados sobre una placa filtrante de poro Nº3 y secados,obteniéndose las ftalimidas19b  22b con buenos rendimientos. Las ftalamidas19b 
22b disueltas en EtOH absoluto (300 mL) se pusieron en agitación con un exceso demonohidrato de hidracina (10 equiv.) a temperatura ambiente por tres o cuatro horas.Terminadalareacción,elprecipitadoblanco(2,3-dihidroftalazin-1,4-diona)queseformacomosubproductodeladesprotecciónseseparóporsimplefiltraciónyselavóconEtOH(2×100mL).ElfiltradoseevaporóapresiónreducidayelresiduocrudofueredisueltoenDCM y secado con MgSO4. Se filtró nuevamente y se evaporó el disolvente a presiónreducidaobteniéndose así los crudosde lasetilendiaminas19c22c.Lapurezade losproductosobtenidos(80-90%)secomprobóporHPLC-MS.LasN-alcoxi-N-(2-aminoetil)-benzenosulfonamidas así obtenidas sonpocoestablespor lo que sedejaron secando enaltovacíoduranteunahorayseusarondirectamentesinmáspurificaciónenelsiguientepasodereacción.
8.4 Procedimiento general para la síntesis one-pot de las 1-alcoxi-2-
ariliminoimidazolidinas33a-b,34b-d,35a,36aSobre una disolución agitada de la correspondiente 1,2-etilendiamina (19c  22c) (2.5equiv.) en DMF anhidra (5 mL) bajo atmosfera de argón, se añadió gota a gota unadisolución del isotiocianato (28 - 32, 1 equiv.) enDMF anhidra (5mL). Las reaccionesfueroncalentadasa65 °Coagitadasa temperaturaambiente talcomose indicaencadacaso. Después de confirmar la formación de las tioureas intermedias por HPLC-MS, se
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añadiótiofenol(10equiv.)seguidoporK2CO3(20equiv.).Lamezcladereaccióndediluyócon30mLDMFanhidraparaasífavorecerelprocesodeciclaciónintramoleculardespuésde producirse la desprotección de la amina secundaria. Las reacciones fueron agitadasdurante el tiempo indicado hasta completarse la ciclación, obteniéndose las 1-alcoxi-2-arilimidazolidinas33a-b,34b-d,35a,36a. Lospasosde reacción fueronmonitorizadosporHPLC-MS.LoscrudosdereacciónfueronfiltradossobrecelitayelprecipitadolavadoconDCM.LasfasesorgánicasfueronlavadasconNaHCO35%(30mL),salmuera(30mL)ysecadas con MgSO4. Los disolventes fueron evaporados a presión reducida y el crudoresultantepurificadoporcromatografíaflashsobresílice
8.4.1 Síntesis de la 4-((1-metoxiimidazolidin-2-iliden)amino)-N-(4-((1-
metoxiimidazolidin-2-iliden)amino)fenil)benzamida(33a)Deacuerdoconelprocedimientogeneral8.4,0.42 g (1.32 mmol) del isotiocianato 29 sehizo reaccionar con 0.90 g (3.3mmol) de laamina 19c. La mezcla de reacción se agitódurante 24 días. Terminada la reacción, elproducto fue purificado por cromatografíaflashsobresílice(cartuchoSIde10g)usandoDCM/MeOHy0.1%deEt3Ncomoeluyente,obteniéndose420mg(75%)de33acomounsólidomarrón. 1HRMN (300MHz,CDCl3)8.41(s,1H,CO-NH),7.68(d,J=8.5,2H,ArH),7.41(d,J=8.5,2H,ArH),7.27(d,J=8.5,2H,
ArH),7.16(d,J=8.5,2H,ArH),6.135.25(s.a,2H,Imd-NH),3.70(s,6H,O-CH3)3.42(m,4H, Imd-CH2), 3.33 (m, 4H, Imd-CH2). 13C RMN (75 MHz, CDCl3)  165.8 (C=O), 158.5(C=N),158.0(C=N),138.9(Ar-C),133.3(Ar,C),128.6(Ar,2×CH),128.4(Ar,C),121.8(Ar,2×CH),120.4(Ar,2×CH),119.5(Ar,2×CH),115.5,63.1(2×O-CH3),51.8(2×Imd-CH2),45.8(2×Imd-CH2).P.f.165-170°C.HPLC(UV)>91%.LRMS(ES+)m/z=424.23(M+H).
HRMS(ES+):requeridoparaC21H25N7O3:423.2019(encontrado:423.2023).
8.4.2 Síntesis de la 4-((1-etoxiimidazolidin-2-iliden)amino)-N-(4-((1-
etoxiimidazolidin-2-iliden)amino)fenil)benzamida(33b)De acuerdo con el procedimiento general 8.4,0.68g(2.26mmol)del isotiocianato29sehizoreaccionar con 1.63 g (5.6mmol) de la amina
20c.Lamezcladereacciónseagitódurante24días a65 °C.Una vez terminada la reacción, el
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productofuepurificadoporcromatografíaflashsobresílice(cartuchoSIde20g)usandoungradientedeDCM/MeOH(100:0®90:10)comoeluyente,obteniéndose50mg(5%) de
33bcomounsólidomarrón.1HRMN(300MHz,CDCl3)8.85(s,1H,CO-NH),7.75(d,J=8.5,2H,ArH),7.49(d,J=8.2,2H,ArH),7.30(d,J=8.2,2H,ArH),7.17(d,J=8.5,2H,ArH),5.88(s,2H,Imd-NH),3.93(c,J=7.0,4H,O-CH2),3.533.28(m,8H,Imd-CH2),1.24(t,J=7.0,6H,CH3).13CRMN(75MHz,CDCl3)165.9(C=O),159.0 (C=N),158.4(C=N),146.0(Ar,C),138.0(Ar,C),133.7(Ar,C),128.6 (Ar,2×CH),128.3 (Ar,C),121.8(Ar,2×CH),120.4(Ar,2×CH),119.3 (Ar,2×CH),70.90(O-CH2),70.88(O-CH2),52.6(2× Imd-CH2),45.7(2×Imd-CH2),14.3(2×CH3).P.f.135-136°C.HPLC(UV)>90%.LRMS(ES+)m/z=452.12 (M+H). HRMS (ES+): requerido para C23H29N7O3: 451.2332 (encontrado:451.2335).
8.4.3  Síntesis de la 1,3-bis(4-((1-metoxiimidazolidin-2-iliden)amino)fenil)urea
(34b) Deacuerdoconelprocedimientogeneral8.4,0.737 g (2.26 mmol) del isotiocianato31 sehizo reaccionar con 1.63 g (5.6mmol) de laamina 20c. Lamezcla de reacción se agitódurante7díasatemperaturaambiente.Elproductofuepurificadoporcromatografíaflashsobre sílice (cartucho SI de 20 g) usando un gradiente de DCM/MeOH (100:0®90:10)comoeluyente,obteniéndose253mg(24%) de34bcomounsólidomarrón.1HRMN(300
MHz,CDCl3)8.53(s,2H,NH-CO-NH),7.21(d,J=8.0,4H,ArH),7.04(d,J=8.0,4H,ArH),4.40(s,2H,Imd-NH)3.96(c,J=7.0,4H,O-CH2),3.40(m,8H,Imd-CH2),1.26(t,J=7.0,6H,
CH3). 13CRMN(75MHz,CDCl3)159.5(2×C=N),154.4(C=O),136.7(Ar,C),135.2(Ar,C),128.8(Ar,C),124.4(Ar,C),121.4(Ar,4×CH),120.4(Ar,4×CH),71.1(2×O-CH2),52.6(2×Imd-CH2),44.8(2×Imd-CH2),14.3(2×CH3).P.f.144-146°C.HPLC(UV)>95%.LRMS
(ES+)m/z=467.14(M+H).
8.4.4 Síntesis de 1,3-bis(4-((1-benziloxiimidazolidin-2-iliden)amino)fenil)urea
(34d) De acuerdo con el procedimientogeneral 8.4, 0.30 g (0.92 mmol) delisotiocianato 31 se hizo reaccionarcon 0.418 g (1.19mmol) de la amina
21c. La mezcla de reacción se agitódurante22días a65 ºC. El producto fuepurificadopor cromatografía flash sobre sílice
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(cartuchoSIde10g)usandoungradientedeDCM/MeOH(100:0®90:10)comoeluyente,obteniéndose60mg(11%) de34dcomounsólidomarrón.1HRMN(300MHz,CDCl3)8.54(s,2H,NH-CO-NH),7.447.25(m,10H,ArH-OBn),7.15(d,J=8.6,4H,ArH),6.88(d,J=8.6,4H,ArH),4.904.73(s,4H,O-CH2),4.56(s.a,2H,Imd-NH),3.29(m,4H,Imd-CH2),3.17(m,4H,Imd-CH2).13CRMN(75MHz,CDCl3)159.5(2×C=N),153.9(C=O),136.2(Ar-OBn,2×C),135.2(Ar,C),134.9(Ar,C) ,129.3 (Ar-OBn,4×CH),128.7 (Ar-OBn,2×CH),128.6(Ar-OBn,4×CH),128.4(Ar,C),123.9(Ar,C),121.3(Ar,4×CH),120.2(Ar,4×
CH),77.8(2×O-CH2),52.4(2× Imd-CH2),44.4(2× Imd-CH2).P.f.60-65°C.HPLC(UV):91%.LRMS(ES+)m/z=591.49(M+H).
8.4.5SíntesisdelaN,N'-(etano-1,2-diilbis(4,1-fenileno))bis(1-metoxiimidazolidin-2-
imina)(35a) De acuerdo con el procedimiento general 8.4,0.42g(1.32mmol)delisotiocianato30sehizoreaccionar con 0.9 g (3.3 mmol) de la amina
19c.Lamezcladereacciónseagitódurante14díasa65°C.Unavezterminadalareacción,elproductofuepurificadoporcromatografíaflashsobresílice(cartuchoSIde10g)usandoungradientedeDCM/MeOH(90:10)and0.1%ofEt3Ncomoeluyente,obteniéndose470mg(87%) de35acomounsólidomarrón.1HRMN(300MHz,CDCl3)8.05(s.a,2H,Imd-
NH),7.32(d,J=8.2,4H,ArH),7.10(d,J=8.2,4H,ArH),3.82(s,6H,O-CH3),3.62(t,J=6.8,4H,Imd-CH2),3.46(t,J=6.8,4H,Imd-CH2),3.102.77(m,4H,CH2CH2). 13CRMN(75MHz,
CDCl3)158.8(2×C=N),136.3(Ar,2×C),129.3(Ar,4×CH),127.2(Ar,2×C),119.7(Ar,4×CH),63.2(2×O-CH3),52.0(2×Imd-CH2),46.8(2×Imd-CH2),37.5(2×CH2).P.f.106-108°C.HPLC(UV)>90%.LRMS(ES+)m/z=409.20(M+H).HRMS(ES+):requeridoparaC22H28N6O2:408.2274(encontrado:408.2278).
8.4.6 Síntesisde la N,N'-(9,10-dihidroantracen-2,6-diil)bis(1-metoxiimidazolidin-2-
imina)(36a) Deacuerdoconelprocedimientogeneral8.4, 0.392g (1.32 mmol) del isotiocianato 32 se hizoreaccionarcon0.9g(3.3mmol)delaamina19c.Lamezcladereacciónseagitódurante10díasa65ºC.El producto fue purificado por cromatografía flashsobresílice(cartuchoSIde10g)usandoungradientedeDCM/MeOH(90:10)and0.1%ofEt3Ncomoeluyente,obteniéndose389mg(72%) de36acomounsólidomarrón.1HRMN
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(300MHz,CDCl3)7.36(m,2H,ArH),7.12(m,4H,ArH),3.82(s,4H,CH2),3.78(s,6H,O-
CH3),3.633.51(m,4H,Imd-CH2),3.503.34(m,4H,Imd-CH2).13CRMN(75MHz,CDCl3)158.6(2×C=N),137.6(Ar,2×C),131.3(Ar,2×C),127.8(Ar,2×CH),124.9(Ar,2×C),118.8(Ar,2×CH),117.7(Ar,2×CH),63.0(2×O-CH3),51.5(2×Imd-CH2),46.0(2×Imd-
CH2),35.5(2×CH2). P.f.110-112°C.HPLC(UV)>90%.LRMS(ES+)m/z=407.11(M+H).
8.5 Procedimiento general para la síntesis de 1-(2-(alcoxiamino)etil)-3-
ariltioureas3743Unasuspensióndelisotiocianato(29-32) (1equiv.)enDMFanhidra(5mL)fueañadidagota a gota con una jeringa a una solución de N-alcoxi-N-(2-aminoetil)benzenosulfonamida (19c22c) (2.5equiv.)enDMFanhidra(30mL)enagitaciónbajoatmósfera de argón. Más DMF anhidra (15 mL) se usa para arrastrar el resto deisotiocianato(noessolubledeltodoenDMF)yesañadidoalareacciónparaalcanzarunvolumende50mL.LaformacióndelastioureasfuemonitorizadaporHPLC-MS.Despuésde evaporar el disolvente a vacío, el crudo de la reacción fue tratado con metanol ytriturado con una espátula. El sólido formado fue filtrado y lavado conmásMeOH. Loscompuestos30by31afueronrecristalizadosdeDCMfrio,filtradosylavadosconEt2O.
8.5.1 Síntesis de la 4-(3-(2-((2-nitro-N-((tetrahidro-2H-piran-2-
il)oxi)fenil)sulfonamido)etil)tioureido)-N-(4-(3-(2-((2-nitro-N-((tetrahidro-2H-
piran-2-il)oxi)fenil)sulfonamido)etil)tioureido)fenil)benzamida(37)
Deacuerdoconelprocedimientogeneral8.5, 2.07g(6.0mmol)delaamina22csehizoreaccionarcon0.75g(2.4mmol)delisotiocianato29. Lareacciónseagitóatemperaturaambiente durante 12 horas. El producto fue purificado por precipitación en MeOHobteniéndose1.18g(41%)de37comounsólidodecoloramarillopálido.1HRMN(300
MHz,CDCl3))8.74-8.46(m,2H,NH),8.19-8.04(m,1H,NH),8.00-7.89(m,4H,2×ArHNs,2 ×ArH), 7.86-7.80 (m, 2H,ArHNs) 7.78-7.70 (m, 4H, 2 ×ArHNs, 2 ×ArH), 7.62 (m, 2H,
ArHNs),7.35(d,J=8.2,2H,ArH),7.35-7.29(m,1H,NH),7.21(d,J=8.2,2H,ArH),4.96(d,J=6.8,1H,O-CH-O),4.88(d,J=7.2,1H,O-CH-O),4.354.23(m,2H,N-CH2),4.003.82(m,2H,N-CH2),3.753.56(m,2H,N-CH2),3.543.31(m,2H,O-CH2),3.213.01(m,2H,O-
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CH2),2.892.65(m,2H,N-CH2),1.881.80(m,2H,CH2),1.771.63(m,2H,CH2),1.551.28(m,8H,CH2).13CRMN(75MHz,CDCl3)180.3(C=S),179.9(C=S),165.2(C=O),149.8(ArNs, C), 149.7 (ArNs, C), 140.3 (Ar, C), 137.2 (Ar, C), 135.8 (ArNs, CH), 135.6 (ArNs, CH),132.54(ArNs,CH),132.51(ArNs,CH),132.4(Ar,CH),132.0(ArNs,2×CH),131.5(ArNs,CH),131.4(ArNs,CH),129.2(Ar,2×CH),126.2(Ar,2×CH),125.42(Ar,C),124.24(ArNs,CH),124.21(ArNs,CH),123.7(Ar,2×CH),122.0(Ar,2×CH),105.9(O-CH-O),105.8(O-CH-O),65.8(O-CH2),65.6(O-CH2),52.8(N-CH2),52.6(N-CH2),41.6(N-CH2),41.5(N-CH2),28.9(2×CH2),24.6(2×CH2),21.2(2×CH2).P.f.132-133°C.HPLC(UV)>95%.LRMS(ES+)m/z=1002.45(M+H).
8.5.2 Síntesis de la 1,1´-(etan-1,2-diilbis(4,1-fenilen))bis(3-(2-((2-nitro-N-
(etoxi)fenil)sulfonamido)etil)tiourea(38)
De acuerdo con el procedimiento 8.5, 1.81 g (6.23 mmol) de la amina 20c se hizoreaccionarcon0.74g(2.5mmol)delisotiocianato30. Lareacciónseagitóatemperaturaambiente durante 12 horas. El producto fue purificado por precipitación con MeOHobteniéndose 1.98 g (91%) de38 comoun sólido amarillo pálido. 1HRMN (400MHz,
DMSO-d6)9.66(s.a,2H,NH),8.05(m,6H,Ar-H),7.977.89(m,2H,Ar-H),7.80(s,2H,
NH),7.29(d,J=8.5,4H,Ar-H),7.22(d,J=8.5,4H,Ar-H),4.09(c,J=7.0,4H,O-CH2),3.79-3.69(m, 4H,N-CH2),3.25(m,4H,N-CH2),2.84(s, 4H,CH2),1.18(t, J= 7.0, 6H,CH3).13C
RMN(100MHz,DMSO-d6)180.5(2×C=S),149.2(ArNs,2×C),137.8(Ar,2×C),136.7(Ar,2×C),136.4(ArNs,2×CH),132.03(ArNs,2×CH),131.98(ArNs,2×CH),128.6(Ar,4×
CH),124.1(ArNs,2×CH),123.7(Ar,2×C),123.3(Ar,4×CH),73.4(2×O-CH2),51.8(2×N-
CH2),41.0(2×N-CH2),36.5(2×CH2),13.3(2×CH3).P.f.198-200°C.HPLC(UV)=95%.
LRMS(ES+)m/z=875.69(M+H).
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8.5.3 Síntesis de la 1,1´-(etano-1,2-diilbis(4,1-fenilen))bis(3-(2-((2-nitro-N-
((tetrahidro-2H-piran-2-il)oxi)fenil)sulfonamido)etil)tiourea(39)
Deacuerdoconelprocedimientogeneral8.5, 2.10g(6.26mmol)delaamina22csehizoreaccionarcon0.72g(2.44mmol)delisotiocianato30. Lareacciónseagitóatemperaturaambiente durante 12 horas. El producto fue purificado por precipitación en DCM frioobteniéndose1.25g(52%)de39comounsólidoblanco.1HRMN(400MHz,DMSO-d6)9.76(s.a,2H,NH),8.138.00(m,6H,ArHNs),7.987.90(m,2H,ArHNs),7.39(s.a,2H,NH),7.25(s,8H,ArH),5.014.97(m,2H,O-CH-O),4.083.98(m,2H,N-CH2),3.763.65(m,4H,N-CH2),3.583.49(m,2H,O-CH2),3.343.30(m,2H,O-CH2),2.84(s,4H,CH2),2.832.76(m,2H,CH2),1.67(s,2H),1.881.77(m,2H,CH2),1.561.34(m,8H,CH2).13CRMN
(100MHz,DMSO-d6)180.2(2×C=S),149.0(ArNs,2×C),138.3(ArNs,2×CH),136.6(Ar,2 ×C),136.3 (ArNs, 2×C),132.2 (ArNs, 4×CH),128.9 (Ar, 4×CH),124.3 (ArNs, 2×CH),123.9(Ar,2×C),123.8(Ar,4×CH),104.9(2×O-CH-O),64.0(2×O-CH2),52.0(2×N-CH2),40.6(2×N-CH2),36.6(2×CH2),28.3(2×CH2),24.3(2×CH2),19.7(2×CH2).P.f.104-105°C.HPLC(UV):92%.LRMS(ES+)m/z=988(M+H).
8.5.4 Síntesis de la 1,3-bis(4-(3-(2-((2-nitro-N-
(metoxi)fenil)sulfonamido)etil)tiouredio)fenil)urea(40)
Deacuerdoconelprocedimientogeneral8.5, 2.07g(6.0mmol)delaamina19csehizoreaccionarcon0.75g(2.4mmol)delisotiocianato31. Lareacciónseagitóatemperaturaambiente por 12 horas. El producto fue purificado por cromatografía flash sobre sílice(cartuchoSIde10g)eluyendoconhexano/AcOEt(100/0®0/100),obteniéndose0.774g(91%)de40 comounsólidoverdepálido.1HRMN(400MHz,DMSO-d6)9.60(s,2H,
NH),8.69(s,2H,NH),8.147.98(m,6H,ArHNs),7.977.87(m,2H,ArHNs),7.73(s.a,2H,
NH),7.42(d,J=8.6,4H,ArH),7.24(d,J=8.6,4H,ArH),3.83(s,6H,O-CH3),3.75(m,4H,N-
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CH2),3.293.17(m,4H,N-CH2).13CRMN(100MHz,DMSO-d6)180.6(2×C=S),152.5(C=O),149.3(ArNs,2×C) ,136.8(Ar,2×C),136.5 (ArNs,2×CH),132.6(ArNs,CH),132.0,131.9(ArNs,CH),124.7(Ar,4×CH),124.1(ArNs,2×CH),123.7(ArNs,2×CH),118.5(Ar,4×CH),65.4(2×O-CH3),51.8(2×N-CH2),41.1(2×N-CH2).P.f.>182°C(desc.).HPLC(UV)
=97%.LRMS(ES+)m/z=877.65(M+H).
8.5.5 Síntesis de la 1,3-bis(4-(3-(2-((2-nitro-N-((tetrahidro-2H-piran-2-
il)oxi)fenil)sulfonamido)etil)tiouredio)fenil)urea(41)
Deacuerdoconelprocedimientogeneral8.5, 2.1g(6.26mmol)delaamina22csehizoreaccionar con 0.722 g (2.44 mmol) del isotiocianato 32. La reacción se agitó atemperatura ambiente durante 12 horas.  El producto fue purificado por cromatografíaflash sobre sílice (cartucho SI de 10 g) eluyendo con hexano/AcOEt(100/0® 0/100),obteniéndose0.806g(32%)de41comounsólidoamarillopálido.1HRMN(400MHz,
DMSO-d6)9.68(s.a,2H,NH),8.70(s.a,2H,NH),8.128.00(m,6H,ArHNs),7.977.89(m,2H,ArHNs),7.43(d,J=8.8,4H,ArH),7.31(s.a,2H,NH),7.21(d,J=8.8,4H,ArH),5.114.75(m,2H,O-CH-O),4.133.93(m,2H,N-CH2),3.793.62(m,4H,N-CH2),3.593.46(m,2H,O-CH2),3.423.35(m,2H,O-CH2),2.912.75(m,2H,N-CH2),1.851.76(m,2H,
CH2),1.73-1.62(m,2H,CH2),1.581.24(m, 8H,CH2).13CRMN(100MHz,DMSO-d6) 180.3(2×C=S), 152.5 (C=O),148.9 (ArNs, 2×C),137.0 (Ar, 2×C),136.6 (ArNs,4×CH),132.2(Ar,4×CH),125.0(Ar,2×C),124.2(ArNs,4×CH),123.9(ArNs,2×C),118.7(Ar,4×
CH),104.9 (2×O-CH-O),64.0 (2×O-CH2),52.0(2×N-CH2),40.6 (2×N-CH2),28.3(2×
CH2),24.3(2×CH2),19.7(2×CH2).P.f.164-166°C.HPLC(UV)>95%.LRMS(ES+)m/z=1017.91(M+H).
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8.5.6 Síntesis de la 1,1´-(9,10-dihidroantracen-2,6-diil)bis(3-(2-(2-nitro-N-
(etoxi)fenil)sulfonamido)etil)tiourea(42)
Deacuerdoconelprocedimientogeneral8.5, 1.49g(5.2mmol)delaamina20csehizoreaccionarcon0.61g(2.08mmol)delisotiocianato32. Lareacciónseagitóatemperaturaambientedurante12horas.Elproductofuepurificadoporcromatografíaflashsobresílice(cartuchoSIde10g)eluyendoconhexano/AcOEt(100/0®0/100),obteniéndose0.562g(32%)de42comounsólidomarrón.1HRMN(400MHz,DMSO-d6)9.67(s.a,2H,NH),8.167.98(m,6H,ArNs),7.987.90(m,2H, ,ArNs),7.77(s.a,2H,NH),7.33(m,2H,ArH),7.27(d,J=8.0,2H,ArH),7.14(d,J=8.0,2H,ArH),4.11(c,J=7.1,4H,O-CH2),3.87(s,4H,
CH2),3.793.67(m,4H,N-CH2),3.303.17(m,4H,N-CH2),1.18(t,J=7.1,6H,CH3).13C
RMN(100MHz,DMSO-d6)180.2(2×C=S),149.8(ArNs,2×C),137.5(Ar,C),136.6(Ar,
C),136.2(ArNs,2×CH),133.6(Ar,C),132.25(ArNs,C)132.19(ArNs,C),127.7(Ar,2×CH),124.2(ArNs,2×CH),123.8(ArNs,2×CH),122.9(Ar,2×CH),122.0(Ar,2×CH),104.9(2×O-CH-O),64.0(2×O-CH2),52.0(2×N-CH2),40.5(2×N-CH2),35.0(2×CH2),28.3(2×CH2), 24.2 (2 ×CH2), 19.7 (2 ×CH2).P.f. 126-127 °C.HPLC (UV): 95%. LRMS (ES+)m/z=873.73(M+H).
8.5.7 Síntesis de la 1,1´-(9,10-dihidroantracen-2,6-diil)bis(3-(2-(2-nitro-N-
((tetrahidro-2H-piran-2-il)oxi)fenil)sulfonamido)etil)tiourea(43)
Deacuerdoconelprocedimientogeneral8.5, 2.1g(6.26mmol)delaamina22csehizoreaccionarcon0.72g(2.44mmol)delisotiocianato32. Lareacciónseagitóatemperaturaambientedurante12horas.Elproductofuepurificadoporcromatografíaflashspbresílice(cartucho10g)eluyendoconhexano/AcOEt(100/0®0/100),obteniéndose0.846g(35%)of43comounsólidomarrón.1HRMN(400MHz,DMSO-d6)9.79(s.a,2H,NH),8.148.01(m,6H,ArH),7.997.91(m,2H,ArH),7.377.25(m,4H,ArH),7.177.05(m,2H,
ArH),4.924.88(m,2H,O-CH-O),4.144.06(m,2H),3.89(s,4H),3.803.64(m,2H),
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3.613.44(m,4H),3.143.06(m,2H),2.81(m,2H),1.76(m,2H),1.61(m,2H),1.32(m,8H).13CRMN(100MHz,DMSO-d6)180.6(2×C=S),149.2(ArNs,2×C) ,137.2(Ar,C),136.7(Ar,C),136.4(ArNs,2×CH),132.9(Ar,C),132.25(ArNs,C)132.19(ArNs,C),127.5(Ar,2×CH),124.1(ArNs,2×CH),123.8(ArNs,2×CH),122.5(Ar,2×CH),121.5(Ar,2×CH),73.4(2×O-CH2),51.8(2×N-CH2),41.0(2×N-CH2),35.0(2×CH2),13.3(2×CH3).P.f.116-118°C.HPLC(UV)>90%.LRMS(ES+)m/z=985.75(M+H).
8.6 Procedimiento general para la síntesis de las 1-alcoxi-2-
ariliminoimidazolidinas 33c, 34a, 34c, 35b, 35c, y 36c a partir de sus
correspondientestioureas.Aunadisoluciónde la tioureaenDMFanhidra (100mL) se añadiótiofenol (6 equiv.) yK2CO3 (12 equiv.). Una vez verificado (por HPLC-MS) la eliminación de los gruposprotectoresnosilo,sediluyólareaccióncon100mLdeDMFanhidra.Lareacciónsedejóenagitaciónvariosdías(eltiemposeindicaparacadacompuesto)hastalaformacióndelproductodeseado.LareacciónfuemonitorizadaporHPLCMS.EldisolventedelareacciónseevaporóavacióyelcrudofueredisueltoenDCM.SelavóconunadisolucióndeNaHCO3al5%(1×50mL)yluegoconsalmuera(1×50mL).LafaseorgánicasesecóconMgSO4,se filtró yel disolvente se evaporóa vacío. Lapurificaciónde los compuestos se llevó acaboporcromatografíaflashsobresílice(cartuchosSIde10g)utilizandoungradientedeDCM/MeOH: 100/0®90/10 (33c,34c,35c and36c)o DCM/MeOH(saturadoconNH3)100/0®90/10(34d).Loscompuestos34ay35bfueronpurificadosutilizandoalúminaneutrayungradientedeDCM/MeOH(saturadoconNH3)100/0®90/10comoeluyente.
8.6.1  Síntesis de la 4-((1-((tetrahidro-2H-piran-2-il)oxi) imidazolidin-2-iliden)
amino)-N-(4-((1-((tetrahidro-2H-piran-2-il)oxi)imidazolidin-2-ilidene)amino)
fenil)benzamida(33c) Deacuerdoconelprocedimientogeneral8.6, 0.570 g (0.57 mmol) de 37 se hizoreaccionarcon0.349mL(3.41mmol)detiofenoly0.943g(6.38mmol)deK2CO3.La reacción se agitó a temperaturaambientedurante5días.Seobtuvó0.147g (46%)de33c comounsólidomarrón.
1HRMN(300MHz,CDCl3) 1HNMR(300MHz,CDCl3)8.03(brs,1H,CONH),7.80(d, J=8.7,2H,ArH),7.57(dd, J=2.4,8.7,4H,ArH),7.42(d,J=8.7,2H,ArH),4.954.80(m,2H,OCH),4.214.07(m,2H,OCH2),3.71
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3.54(m,8H,NCH2),3.393.25(m,2H,OCH2),2.011.73(m,4H,CH2),1.691.64(m,8H,
CH2). 13CRMN (75MHz,CDCl3)  165.4 (C=O), 159.6 (C=N), 159.1 (C=N), 143.8 (Ar-C),136.5(Ar-C),133.1(Ar-C),128.3(Ar,2×CH),127.9(Ar-C),121.3(Ar,2×CH),119.2(Ar,2×CH),117.7(2×Ar-C),105.1(O-CH-O),104.9(O-CH-O),66.4(O-CH2),66.0(O-CH2),53.8(2× Imd-CH2),49.8 (Imd-CH2),48.9 (Imd-CH2),29.44 (CH2),29.36 (CH2),25.0 (2×CH2),21.7 (CH2), 21.5 (CH2). P.f. 121-123 °C.HPLC (UV): 95%.  LRMS (ES+) m/z = 564.47(M+H).
8.6.2 Síntesis de la 1,3-bis(4-((1-metoxiimidazolidin-2-iliden)amino)fenil)urea
(34b) De acuerdo con el procedimiento general8.6, 1.59 g (1.8 mmol) de 40 se hizoreaccionar con 0.49 mL (4.8 mmol) detiofenoly 1.32 g (9.6mmol)deK2CO3.Lareacciónseagitóatemperaturaambientedurante7días.Seobtuvó0.083g(10%)de34bcomounsólidomarrón.1HRMN(300MHz,DMSO-d6)9.54(s.a,2H,NH),7.45(d,J=8.8,4H,ArH),7.37(d,J=8.8,4H,ArH),3.77(s,6H,O-CH3),3.58(t,J=7.1,4H,Imd-CH2),3.48(t,
J=7.1,4H,Imd-CH2).13CRMN(75MHz,CDCl3)159.0(2×C=N),152.8(C=O),136.7(Ar,2×C),132.1(Ar,2×C),122.6(Ar,4×CH),118.5(Ar,4×CH),63.1(2×O-CH3),50.7(2×
Imd-CH2),43.5(2×Imd-CH2)P.f.>135°C(desc.).HPLC(UV)=97%.LRMS(ES+)m/z=439.45(M+H).
8.6.3 Síntesis de la 1,3-bis(4-((1-((tetrahidro-2H-piran-2-il)oxi)imidazolidin-2-
iliden)amino)fenil)urea(34c) De acuerdo con elprocedimiento general 8.6,0.570 g (0.8 mmol) de 41 sehizo reaccionar con 0.348mL(3.41 mmol) de tiofenol y0.943g(6.83mmol)deK2CO3.Lareacciónseagitóatemperaturaambientedurante5días.Se obtuvó0.053g (11%)de34c comoun sólidomarrón. 1HRMN(300MHz,CDCl3)7.87(s,2H,NH),7.267.14(m,8H,ArH),5.024.75(m,2H,O-CH-O),4.193.98(m,2H,O-
CH2),3.663.46(m,8H,CH2),3.453.19(m,2H,Imd-CH2),2.071.71(m,4H,CH2),1.701.38(m,8H,CH2).13CRMN(75MHz,CDCl3)159.8(2×C=N),153.9(C=O),135.9(Ar,2×
C),134.0(Ar,2×C),120.7(Ar,4×CH),120.0(Ar,2×CH),104.5(2×O-CH-O),65.5(2×O-
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CH2),53.7(2×Imd-CH2),48.23(2×Imd-CH2),29.1(2×CH2),24.9(2×CH2),21.8(2×CH2).
P.f.108-110°C.HPLC(UV)>90%.LRMS(ES+)m/z=579.52(M+H).
8.6.4 Síntesis de la N,N'-(etan-1,2-diilbis(4,1-fenilen))bis(1-etoxiimidazolidin-2-
imina)(35b) De acuerdo con el procedimiento general8.6, 0.9 g (1.1 mmol) de 38 se hizoreaccionar con 0.68 mL (6.6 mmol) detiofenol y 1.82 g (13.2 mmol) de K2CO3. Lareacción se agitó a temperatura ambientedurante5días.Seobtuvieron0.045g(5.6%)de35bcomounsólidomarrón.1HRMN(400MHz,CDCl3)7.28(d,J=8.4,4H,ArH),7.05(d,J=8.4,4H,ArH),5.28(s,2H,NH),3.98(c,J=7.0,4H,O-CH2),3.57(t,J=7.2,4H,Imd-
CH2),3.39(t,J=7.2,4H,Imd-CH2),2.81(s,4H,CH2),1.31(t,J=7.0,6H,CH3).13C RMN(101
MHz,CDCl3)159.1(2×C=N),138.4(Ar,2×C),136.1(Ar,2×C×),129.1(Ar,4×CH×),119.4(Ar,4×CH×),70.9(2×O-CH2),53.0(2×Imd-CH2),47.2(2×Imd-CH2),37.5(2×
CH2),14.4(2×CH3).P.f.65-70°C.HPLC(UV):97%.LRMS(ES+)m/z=437.49(M+H).
8.6.5Síntesisdela N,N'-(etan-1,2-diilbis(4,1-fenilen))bis(1-((tetrahidro-2H-piran-2-
il)oxi)imidazolidin-2-imina)(35c) De acuerdo con el procedimiento 8.6,0.448 g (0.45 mmol) de 39 se hizoreaccionar con 0.275mL (2.7mmol) detiofenol y 0.745 g (5.4mmol) de K2CO3.La reacción se agitó a temperaturaambiente durante 13 días. Se obtuvó0.086 g (33%) de 35c como un sólidomarrón. 1H RMN (400 MHz, CDCl3) 7.36(d,J=8.2,4H,ArH),7.05(d,J=8.2,4H,ArH),4.96-4.76(m,2H,O-CH-O),4.20-4.05(m,2H,O-CH2),3.863.71(m,2H,Imd-CH2),3.703.55(m,4H,Imd-CH2),3.37-3.24(m,2H,O-
CH2),3.373.24(m,2H,Imd-CH2),2.80(s,4H,CH2),1.981.73(m,4H,CH2),1.681.46(m,8H,CH2).13CRMN(101MHz,CDCl3)159.6(2×C=N),135.5(Ar,4×C),129.0(Ar,4×
CH),118.3(Ar,4×CH),104.9(2×O-CH-O),66.1(2×O-CH2),54.0(2×Imd-CH2),49.7(2×
Imd-CH2),37.6(2×CH2),29.5 (2×CH2),25.1 (2×CH2),21.6 (2×CH2).P.f.200-201°C.
HPLC(UV)>99%.LRMS(ES+)m/z=549.56(M+H).
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8.6.6 Síntesis de la N,N'-(9,10-dihidroantracen-2,6-diil)bis(1-etoxiimidazolidin-2-
imina)(36b) De acuerdo con el procedimiento 8.6, 0.665 g(0.64mmol) de42 se hizo reaccionar con 0.39mL(3.85mmol)detiofenoly1.06g(7.72mmol)de K2CO3. La reacción se agitó a temperaturaambiente durante 7 días. Se obtuvo 0.006 g(11%)de36bcomounsólidomarrón.1HNMR(300MHz,CDCl3)7.38(s,2H,ArH),7.13(s,4H,ArH),5.72(m,2H,NH),3.96(q, J=7.0,4H,OCH2),3.83(s,4H,CH2),3.57(m,4H,
CH2),3.39(m,4H,CH2),1.27(d,J=7.0,6H,CH3).13CNMR(75MHz,CDCl3)159.2(2×
C=N),138.7(2×Ar-C),137.7(2×Ar-C),130.9(2×Ar-C),127.9(2×Ar-CH)118.5(2×Ar-
CH),117.4(2×Ar-CH),70.8(2×O-CH2),52.9(2×CH2),47.0(2×CH2),35.7(2×CH2),14.3(2×CH3).HPLC(%UV)=92%.P.f.125-127°C.LRMS(ES+):435.32(M+H).
8.6.7Síntesisde laN,N'-(9,10-dihidroantracen-2,6-diil)bis(1-((tetrahidro-2H-piran-
2-il)oxi)imidazolidin-2-imina)(36c) De acuerdo con el procedimiento general8.6, 0.8 g (0.81 mmol) de 43 se hizoreaccionar con 0.5 mL (4.87 mmol) detiofenoly 1.34g (9.74mmol)deK2CO3.Lareacción se agitó a temperatura ambientedurante 11 días. Se obtuvó 0.189 g (44%)de 36c como un sólido marrón. 1H NMR
(400MHz,CDCl3)7.7(s,2H),7.34(s,4H,ArH),7.11(s,2H,ArH),5.1(m,2H,OCH),4.0(m,2H,OCH2),3.70(s,4H,CH2),1.8(m,4H)1.6(m,8H,CH2).13CRMN(100MHz,DMSO-
d6) 160.0 (2×C=N), 155.0 (Ar, -2×C),137.9 (Ar-C),135.1 (Ar-C),132.4 (Ar, 2×CH),128.8(Ar-C),128.4(Ar,2×CH),127.7(Ar-C),127.2(Ar-CH),124.0(Ar-CH),103.4(2×CH),62.2(2×CH2),52.8(2×CH2),41.1(2×CH2),34.8(2×CH2),27.3(2×CH2),24.5(2×CH2),18.5(2×CH2).P.f.130-132°C.HPLC(UV)=90%.LRMS(ES+)m/z=547.41(M+H).
N
N
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N HN
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O
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8.7 Procedimiento general para la desprotección del grupo OTHP. Sobre unadisoluciónde las1-alcoxi-2-iminoimidazolidinas33c -36c enMeOH(1mL)seañadió3mLdeunadisolucióndedioxanosaturadaconclorurodehidrógeno(HClgas).Lareacciónseagitóatemperaturaambienteduranteunanocheyeldisolventeseevaporóavacío.Loscompuestos se  recristalizarondeMeOH/acetona (33e,34d,y36e) o iPrOH (35e) y selavaronconEt2O.
8.7.1Síntesisdeldihidroclorurode4-((1-hidroxiimidazolidin-2-iliden)amino)-N-(4-
((1-hidroxiimidazolidin-2-iliden)amino)fenil)benzamida(33e)130 mg (0.238 mmol) del compuesto 33cfueron desprotegidos de acuerdo con elprocedimiento general 8.7 obteniéndose 91.6mg (97%) de33e comoun sólido blanco. 1H
RMN (400 MHz, DMSO-d6)  11.15 (s, 1H,
NH),11.09(s,1H,OH),11.01(s,1H,NH),10.77(s,1H,NH),10.72(s,1H,NH),9.36(s,1H,OH),9.02(s,1H,NH),8.16(d, J=8.7,2H,ArH),7.96(d, J=8.9,2H,ArH),7.51(d, J=8.7, 2H,
ArH),7.32(d,J=8.9,2H,ArH),3.823.70(m,4H,Imd-CH2),3.653.52(m,4H,Imd-CH2).
13CRMN (100MHz,DMSO-d6)  164.6 (C=O), 160.1 (C=N), 159.5(C=N), 138.22 (Ar-C),132.19(Ar-C)132.2(Ar-C),130.2(Ar-C),129.3(Ar,2×CH),124.8(Ar,2×CH),123.2(Ar,2×CH),121.3(Ar,2×CH),52.0(Imd-CH2),51.8(Imd-CH2),40.6(Imd-CH2),40.4(Imd-CH2).
P.f. 164-165 °C. HPLC (UV) > 99%. LRMS (ES+) m/z = 396.33 (M+H). HRMS (ES+)requeridoparaC19H23Cl2N7O3:395.1706(encontrado:395.1720).
8.7.2 Síntesis del dihidrocloruro de 1,3-bis(4-((1-hidroxiimidazolin-2-
iliden)amino)fenil)urea(34e) 10 mg (0.017 mmol) del compuesto 34cfueron desprotegidos de acuerdo con elprocedimiento general 8.7 obteniéndose 6mg (84%) de34e como un sólidomarrón.
1HRMN(300MHz,DMSO-d6)10.79(s.a,2H,NH),10.64(s.a,2H,NH),9.65(s.a,2H,OH),8.89(s,2H,NH),7.55(d,J=8.6,4H,ArH),7.25(d,J=8.6,4H,ArH),3.783.62(m,4H,Imd-CH2),3.603.45(m,4H,Imd-CH2).13C
RMN(101MHz,DMSO-d6)160.3(C=O),152.7(2×C=N),139.0(2×Ar-C),128.2(2×Ar-
C),125.5(Ar,2×CH),118.4(Ar,2×CH),52.1(2×CH2),48.6(2×CH2).P.f.170-175°C.
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HPLC (UV) = 96%. LRMS (ES+) m/z = 411.31 (M + H).HRMS (ES+) requerido paraC19H24Cl2N8O3:410.1815(encontrado:410.1807).
8.7.3 Síntesis del dihidrocloruro de N,N'-(etan-1,2-diilbis(4,1-fenilen))bis(1-
hidroxiimidazolidin-2-imina)(35d) 50 mg (0.091 mmol) del compuesto 35cfueron desprotegidos de acuerdo con elprocedimiento general 8.7 obteniéndose 23.7mg(68%)de35dcomounsólidomarrón.1H
RMN (400 MHz, DMSO-d6)  11.04 (s, 2H,
OH), 10.77 (s, 2H,NH), 9.00 (s, 2H,NH), 7.35(d,J=7.8,4H,ArH),7.26(d,J=7.8,4H,ArH),3.73(t,J=7.7,4H,Imd-CH2),3.54(t,J=7.7,4H,Imd-CH2),2.91(s,4H,CH2).13CRMN(100
MHz,DMSO-d6)159.9(2×C=N),140.3(2×Ar-C),132.9(2×Ar-C),129.5(Ar,4×CH),124.1 (Ar, 4×CH),51.9 (2× Imd-CH2),40.2 (2× Imd-CH2),36.2 (2×CH2).P.f. > 224 °C(desc.). HPLC(UV)=95%.LRMS(ES+)m/z=381.43(M+H).HRMS(ES+) requeridoparaC20H26Cl2N6O2:381.1961(encontrado:381.1585).
8.7.4 Síntesis del dihidrocloruro de N,N'-(9,10-dihidroantracen-2,6-diil)bis(1-
hidroxiimidazolidin-2-imina)(36e). 96 mg (0.18 mmol) del compuesto 36c fuerondesprotegidos de acuerdo con el procedimientogeneral8.7obteniéndose45.9mg(69%)de36ecomo un sólido marrón. 1H RMN (300 MHz,
DMSO-d6)10.84(s.a,2H,NH),10.77(s,2H,NH),8.92(s.a,2H,OH),7.43(d,J=8.0,2H,ArH),7.33(d,J=2.0,2H,ArH),7.17(dd,J=8.0,2.0,2H,ArH),3.96(s,4H,CH2),3.773-67(m,4H,NCH2),3.603.51(m,4H,NCH2).13CRMN(100MHz,DMSO-d6)159.6(2xC=N),148.7(2xAr-C),138.6(Ar-C),136.1(Ar-C),132.7(2xAr-CH),129.2(Ar-C),128.1(2xAr-CH),125.4(Ar-C),123.5(Ar-CH),122.7(Ar-CH),50.3(2xCH2),44.0(2xCH2),36.2(2xCH2).LRMS(ESI+)m/z=379.33(M+H).P.f.>130°C(desc.).HPLC(%UV)=97%.LRMS(ES+)
m/z=379.33(M+H).HRMS(ES+):requeridoparaC20H24Cl2N6O2:378.1804(encontrado:378.1792).
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8.8Caracterizacióndelastiadiazepinas.
8.8.1 1,1-dióxido de 2-((tetrahidro-2H-piran-2-il)oxi)-2,3,4,5-
tetrahidrobenzo[f][1,2,5]tiadiazepina(22d).
1HRMN(300MHz,CDCl3)7.90(dd,J=8.0,1.6,1H,ArH),7.37(td, J=7.6,7.6,1.6, 1H,ArH),7.03(td, J=7.6,7.6,1.6,1H,ArH),6.93(d,J=8.0,1H,ArH),5.27(m,1H,CH),4.02(m,1H),3.82(m,1H,CH2),3.64(m,2H,CH2),3.29(m,2H,CH2),1.56(m,6H,CH2).
13C RMN (75 MHz, CDCl3)  147.0 (Ar-C), 134.3 (Ar-CH), 131.6 (Ar-CH), 126.9 (Ar-C),121.7 (Ar-CH), 121.3 (Ar-CH), 104.4 (O-CH-O), 63.4 (O-CH2), 55.0 (CH2), 42.0 (CH2), 28.7(CH2),25.1(CH2),19.5(CH2).HPLC(%UV)=96%.LRMS(ES+)m/z=299.26(M+H).
8.8.21,1-dióxidode2-metoxi-2,3,4,5-tetrahidrobenzo[f][1,2,5]tiadiazepina(19d).
1HRMN(400MHz,CDCl3)7.96(d,J=8.0,1H,ArH),7.39(t,J=7.6,7.6,1H,ArH),7.07(t,J=7.6,7.6,1H,ArH),6.92(d,J=8.0,1H,ArH),3.95(m,1H,NH),3.81 (s, 3H,O-CH3),3.74 (m, 2H, -CH2-),3.25 (m, 2H,-CH2-). 13C
RMN (101 MHz, CDCl3)  146.8 (Ar-C), 134.4 (Ar-CH), 131.8 (Ar-CH),127.1(Ar-C),121.7(Ar,2×CH),63.9(O-CH3),52.9(-CH2-),42.0(-CH2-).HPLC(%UV)=95%.LRMS(ES+)m/z=229.12(M+H).
8.9 Procedimiento general para la síntesis de las bis(etoxicarboniltioureas) (45 -
46)Aunadisolucióndediamina25-27(1equiv.)en15mLDCManhídroenfriadaa0ºCybajo atmósfera de argón,  se le adiciona lentamente un exceso de isotiocianato deetoxicabonilo(2.2equiv.).Unavezterminadalaadición,lareacciónseagitaunanocheatemperatura ambiente. Pasado este tiempo, los productos precipitan en el medio dereacción. El precipitado se filtra y se lava con hexano, obteniéndose lasetoxicarboniltioureas45-46conbuenosrendimientos.
8.9.1 Síntesis de la 4-(3-etoxicarboniltiouredio)-N-(4-(3-
etoxicarboniltiouredio)fenil)benzamida(45) Siguiendo el procedimientogeneral 8.9, se hizo reaccionar1.0g(4.4mmol)de4-amino-N-(4-aminofenil)benzamida  (25)con 1.1 mL (9.7 mmol) de
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isotiocianatodeetoxicarbonilo.Lareacciónsedejóenagitaciónpor12horas.Elproductosehizoprecipitarsegúnelprocedimientoantesdetalladoobteniéndose2.1g(96%)de45comounsólidoblanco.1HRMN(300MHz,DMSO-d6)11.72(s,1H,NH),11.49(s,1H,
NH),11.36(s,1H,NH),11.22(s,1H,NH),10.33(s,1H,NH),7.97(d,J=9.0,2H,ArH),7.80(m,4H,ArH),7.54(d,J=9.0,2H,ArH),4.22(c,J=7.1,2H,O-CH2-),4.21(c,J=7.1,2H,O-
CH2-),1.26(t, J=7.1,3H,CH3),1.25(t, J=7.1,3H,CH3).13CRMN(75MHzDMSO-d6) 175.9(C=O),165.1(2xC=O),154.0(C=N),153.9(C=N),141.3,137.5,133.9,132.4,128.5,125.3,124.1,120.6,62.5(O-CH2-),62.4(O-CH2-),14.5(2×CH3).P.f.>300°C.HPLC(UV)>95%.LRMS(ES+)m/z=490.11(M+H).
8.9.2Síntesisdela1,3-bis(4-(3-etoxicarboniltiouredio)fenil)urea(46).Siguiendo el procedimientogeneral 8.9, se hizoreaccionar 1.17 g (5.76mmol) de 1,3-bis(4-aminofenil)urea27con1.20mL(10.63mmol)deetoxicarbonilisotiocianato.Lareacciónsedejóenagitaciónpor12horas.Elproductosehizoprecipitarsegúnelprocedimientoantesdetalladoobteniéndose2.0g(82%)de46.1HRMN(400MHz,DMSO)11.44(s,2H,NH),11.20(s,2H,NH),8.78(s,2H,NH),7.47(s,8H,ArH),4.21(c,J=7.1,4H,O-CH2),1.26(t, J=7.1,6H,CH3). 13CRMN(101MHz,DMSO)178.5(C=O),153.6(C=S),152.5(C=S),137.7(2×Ar-C),132.0(2×Ar-C),125.3(Ar,4×CH),118.1(Ar,4×CH),62.0(2×O-
CH2-),14.2(2×CH3).P.f.>300°C.HPLC(UV)>95%.LRMS(ES+)m/z=505.39(M+H)
8.10Procedimientogeneralparalasíntesisde lasN-alquiloxiyN-alquilguanidinas
4756A una disolución de 4 equivalentes de hidroxilamina (i.e., hidrocloruro de O-metilhidroxilamina, O-etilhidroxilamina, y O-bencilhidroxilamina), o alquilamina (i.e.,etilamina,isopropilamina)en5mLdeDCManhídroybajoatmósferadeargón,seañadediisopropiletilamina (DIPEA, 6 equiv.). La reacción se agita durante 15 minutos atemperatura ambiente. A continuación, la reacción se enfría con un baño de hielo y seañade sucesivamente la bis(etoxicarboniltiourea) 45  46 (1 equiv.) y 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida(EDAC,4equiv.).Seobservaque lamezcladereaccióncambiadeun colorblanco turbio a unmarrón claro.La reacción sedeja en agitación atemperaturaambientedurante12h.Acontinuación, lamezcladereacciónsediluyecon10mLdeCH2Cl2,se lavaconaguadestilada(3×10mL),salmuera(10mL)ysesecacon
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MgSO4.Eldisolventeseevaporaavacíoyelproductosepurificatalcomoseespecificaencadacasoobteniéndoselosderivadosdeguanidinas4756.
8.10.1 Síntesis de la 4-(3-etoxicarbonil-2-metilguanidino)-N-(4-(3-etoxicarbonil-2-
metilguanidino)fenil)benzamida(47). Siguiendo el procedimientogeneral8.10, sehizoreaccionar800 mg (1.64 mmol) de labis(etoxicarboniltiourea) 45con 1.71 mL (9.84 mmol) deDIPEA,1.26g(6.56mmol)deEDACy3.28mL(6.56mmol)demetilamina(disolución2Men THF). La purificación se llevó a cabo por precipitación en AcOEt y lavado con Et2O,obteniéndose495.4mgde47(64%)comounsólidoblanco.1HRMN(400MHz,CDCl3)10.55(s.a,1H,NH),8.67(s.a,1H,NH),7.86(d,J=8.6,2H,ArH),7.69(d,J=8.3,2H,ArH),7.18(m,2H,ArH),7.13(d,J=8.6,2H,ArH),5.03(m,2H,NH),4.14(c,J=7.1,4H,O-CH2-),2.94(s,3H,N-CH3),2.89(s,3H,N-CH3),1.29(m,6H,-CH3).13CRMN(75MHz,DMSO-d6)164.8(C=O),163.4(C=O),163.2(C=O),159.1(C=N),158.6(C=N),141.4(Ar-C),136.3(Ar-
C),132.8(Ar-C),129.7(Ar-C),128.2(Ar-CH),124.9(Ar-CH),122.4(Ar-CH),120.6(Ar-CH),59.7 (-OCH2-),59.6 (-OCH2-),28.4 (-NCH3),28.1 (-NCH3),14.7 (CH3),14.6 (CH3).P.f. 127-130°C.HPLC(UV)=96%.LRMS(ES+)=484.46(M+H).
8.10.2 Síntesis de la 4-(2-etil-3-etoxicarbonilguanidino)-N-(4-(2-etil-3-
etoxicarbonilguanidino)fenil)benzamida(48) Siguiendo el procedimientogeneral8.10,sehizoreaccionar500 mg (1.02 mmol) de labis(etoxicarboniltiourea) 45con 1.1 mL (6.13 mmol) deDIPEA,784mg(4.09mmol)deEDACy331.3mg(4.09mmol)declorhidratodeetilamina.El producto se purificó por cromatografía sobre sílice (cartucho SI de 10 g) conDCM/AcOEt (9:1) obteniéndose 418.6mg de48 (81%) como un sólido blanco. 1HRMN
(300MHz,CDCl3)10.66(s.a,1H,NH),8.49(s.a,1H,NH),7.86(d,J=7.5,2H,ArH),7.68(d,J=8.5,2H,ArH),7.17(s,1H,NH),7.13(d,J=8.5,4H,ArH),4.76(s.a,1H,NH),4.14(c,J=7.1,4H,-OCH2-),3.39(m,4H,-OCH2-),1.28(t,J=7.1,6H,CH3),1.20(t,J=6.9,3H,CH3),1.11(t,J=7.1,3H,CH3). 13CRMN(75MHz,CDCl3)165.5(C=O),136.9(2×Ar-C),129.1(Ar,2×CH),126.6(Ar,2×CH),124.0(Ar,2×CH),122.1(Ar,2×CH),61.6(-OCH2-),61.2(-OCH2-
N
H
O
H
N
N
H
H
N
N
O
O
N
H
N
O
O
ParteExperimental
154 
),36.4(2×-NCH2),15.0(CH3),14.8(2×CH3),14.6(2×CH3).P.f.170-171°C.HPLC(UV)>90%.HRMS(ES+)requeridoparaC25H33N7O5:511.2541(encontrado:511.2543).
8.10.3 Síntesis de la 4-(3-etoxicarbonil-2-isopropilguanidino)-N-(4-(3-
etoxicarbonil-2-isopropilguanidino)fenil)benzamida(49)Siguiendo el procedimientogeneral8.10,sehizoreaccionar800 mg (1.64 mmol) de labis(etoxicarboniltiourea) 45con 1.71 mL (9.84 mmol) deDIPEA, 1.26g (6.56 mmol) de EDAC y 0.57 mL (6.56 mmol) de isopropilamina. Lapurificaciónsellevóacaboporcromatografíaflashsobresílice(cartuchoSIde10g)conDCM/AcOEt(100/0®90/10)obteniéndose690mgde49(77%)comounsólidoblanco.
1HRMN(300MHz,CDCl3)10.57(s.a ,1H,NH),8.48(s.a,1H,NH),7.89(d,J=7.9,2H,
ArH),7.70(d,J=8.3,2H,ArH),7.146.94(m,4H,ArH),4.59(s,1H,NH),4.27(m,2H,-CH-),4.15(c,J=7.1,4H,-OCH2-),1.30(m,6H,CH3),1.20(d,J=6.4,6H,CH3),1.11(d,J=6.4,6H,
CH3). 13CRMN(75MHz,CDCl3)165.5(C=O),164.7(2×C=O),158.2(2×C=N),137.0(2×Ar-C),132.2(2×Ar-C),129.2(Ar,2×CH),126.6(Ar,2×CH),124.1(Ar,2×CH),122.2(Ar-CH),61.6(-OCH2-),61.1(-OCH2-),43.0(-CH-),23.1(2×CH3),23.0(2×CH3),14.8(CH3),14.6(CH3). P.f.136-138°C.HPLC(UV)>95%.HRMS(ES+) requeridoparaC27H37N7O5:539.2856(encontrado:539.2849).
8.10.4Síntesisdela4-(3-etoxicarbonil-2-metoxiguanidino)-N-(4-(3-etoxicarbonil-2-
metoxiguanidino)fenil)benzamida(50) Siguiendo el procedimientogeneral8.10,sehizoreaccionar500mg(1.02mmol)de labis-etoxicarboniltiourea45con1.1mL(6.13mmol)deDIPEA,784mg (4.09 mmol) de EDAC y 341 mg (4.09 mmol) de clorhidrato de metoxiamina. Elproducto se purificó por cromatografía flash sobre sílice (cartucho SI de 5g) conDCM/AcOEt (9:1)obteniéndose226mgdelcompuesto50(43%)comounsólidoblanco.
1HRMN(300MHz,CDCl3)9.17(s,1H,NH),8.84(s,1H,NH),8.02(s,2H,NH),7.80(d,J=8.7,2H,ArH),7.76(s,1H,NH),7.53(d,J=8.7,4H,ArH),7.43(d,J=8.7,2H,ArH),4.23(c,J=7.0,2H,O-CH2-),4.20(c,J=7.0,2H,O-CH2-),3.83(s,3H,O-CH3),3.77(s,3H,O-CH3),1.39(m,6H,O-CH3).13CRMN(75MHz,CDCl3)165.1 (C=O),153.5(2×C=O),145.2 (Ar-C),
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144.2(C=N),142.2(C=N),135.4(Ar-C),132.6(Ar-C),127.8(Ar-C)128.2(Ar,2×CH),121.0(Ar,2×CH),119.7 (Ar,2×CH),118.4 (Ar,2×CH),62.7(O-CH3),62.1(O-CH3),14.4(2×
CH3).P.f.190-191°C.HPLC(UV):97%.HRMS(ES+)requeridoparaC23H29N7O:515.2128(encontrado:515.2134).
8.10.5 Síntesis de la 4-(2-etoxi-3-etoxicarbonilguanidino)-N-(4-(2-etoxi-3-
etoxicarbonilguanidino)fenil)benzamida(51) Siguiendo el procedimientogeneral3.16,sehizoreaccionar500 mg (1.02 mmol) de labis(etoxicarboniltiourea) 45con 1.1 mL (6.13 mmol) deDIPEA,784mg(4.09mmol)deEDACy397mg(4.09mmol)declorhidratodeetoxiamina.El producto se purificó por cromatografía flash sobre sílice (cartucho SI de 5g) conDCM/AcOEt (9:1) obteniéndose 299 mg de51 (55%) como un sólido blanco. 1H RMN
(300MHz,CDCl3)9.17(s,1H,NH),8.84(s,1H,NH),8.04(s,2H,NH),7.79(d,2H,J=8.8,
ArH),7.78(s,1H,NH),7.53(d,J=8.8,4H,ArH),7.44(d,J=8.6,2H,ArH),4.24(m,4H,O-
CH2-),4.05(m,4H,O-CH2-),1.32(m,12H,CH3).13CRMN(75MHz,CDCl3)165.2(C=O),153.5(2×C=N),144.6(Ar-C),143.9(C=O),142.3(C=O),135.6(Ar-C),132.4(Ar-C),128.2(Ar,2×CH),127.7(Ar-C),121.0(Ar,2×CH),119.4(Ar-CH),118.2(Ar-CH),69.7(-OCH2-),69.5(-OCH2-),62.6(-OCH2-),62.4(-OCH2-),14.7(CH3),14.4(CH3).P.f.181-183°C.HPLC
(UV):95%.LRMS(ES+)m/z=544.17(M+H).
8.10.6 Síntesis de la 4-(2-benciloxi-3-etoxicarbonilguanidino)-N-(4-(2-benciloxi-3-
etoxicarbonilguanidino)fenil)benzamida(52) Siguiendo el procedimientogeneral8.10,sehizoreaccionar800 mg (1.64 mmol) de labis(etoxicarboniltiourea) 45con 1.71 mL (9.84 mmol) deDIPEA, 1.26g (6.56 mmol) deEDAC y 0.57 mL (6.56 mmol) de benciloxiamina. La purificación se llevó a cabo porcromatografía flash sobre sílice (cartucho SI de 5g) con AcOEt/MeOH (100/0®90/10),obteniéndose875mgde52(80%)comounsólidoblanco. 1HRMN(300MHz,CDCl3)9.18(s,1H,NH),8.84(s,1H,NH),8.00(m,2H,NH),7.78(d,J=8.7,2H,ArH),7.67(s,1H,
NH),7.52(m,4H,ArH),7.40(m,12H,ArH),5.03(s,2H,-OCH2-),5.00(s,2H,-OCH2-),4.23(c,J=7.1,4H,-OCH2-),1.32(t,J=7.1,6H,CH3).13CRMN(75MHz,CDCl3)164.9(C=O),
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153.3(2×C=O),144.8(C=N),144.0(C=N),143.9(Ar-C),142.1(Ar-C),137.5(Ar-C),137.3(Ar-C),135.4 (Ar-C),132.3 (Ar-C),128.8 (Ar,2×CH),128.8 (Ar,2×CH),128.43(Ar,2×
CH),128.37(Ar,2×CH),128.2(Ar,2×CH),127.6(Ar-CH),120.8(Ar,2×CH),119.5(Ar-
CH),118.2 (Ar-CH),76.3(O-CH2-),76.2 (O-CH2-),62.5(O-CH2-),62.3(O-CH2-),14.2(CH3).
P.f.156-158°C.HPLC(UV)=95%.LRMS(ES+)m/z=668.68(M+H).
8.10.7Síntesisdela4-(3-etoxicarbonil-2-((tetrahidro-2H-piran-2-il)oxi)guanidino)-
N-(4-(3-etoxicarbonil-2-((tetrahidro-2H-piran-2-il)oxi)guanidino)fenil)benzamida
(53) Siguiendo el procedimientogeneral8.10,sehizoreaccionar650 mg (1.32 mmol) de labis(etoxicarboniltiourea) 45con 1.49 mL (8.6 mmol) deDIPEA,1.1g (5.72mmol)deEDACy670mg (5.72mmol)deO-(tetrahidro-2H-piran-2-il)hidroxilamina.LapurificaciónsellevóacaboporprecipitaciónenAcOEt,obteniéndoseelcompuesto53(560mg,60%).1HRMN(400MHz,CDCl3)9.21(s,1H,NH),8.88(s,1H,
NH),7.97(s,2H,NH),7.88(s,1H,NH),7.79(d,J=8.8,2H,ArH),7.54(m,4H,ArH),7.44(d,J=9.0,2H,ArH),5.14(dd,J=5.8,2.2,1H,O-CH-O),5.10(dd,J=6.0,2.1,1H,O-CH-O),4.24(m,4H,O-CH2-),3.94(m,2H,-CH2-),3.63(m,2H,-CH2-),2.48(m,2H,-CH2-),1.86(m,4H,-
CH2-),1.61(m,6H, -CH2-),1.34(m,6H,CH3).13CRMN(100MHz,CDCl3)165.3(C=O),153.5(2×C=O),146.0(C=N),145.3(C=N),142.1(Ar-C),135.5(Ar-C),132.7(Ar-C),128.3(Ar,2×CH),128.0(Ar-C),121.1(Ar,2×CH),119.8(Ar,2×CH),118.6(Ar,2×CH),101.8(O-CH-O),101.7(O-CH-O),64.3(O-CH2-),64.2(O-CH2-),62.9(O-CH2-),62.7(O-CH2-),29.6(-
CH2-),29.5(-CH2-),25.4(-CH2-),21.0(-CH2-),20.9(-CH2-),14.5(2×CH3).P.f.116-118°C.
HPLC(UV):95%.LRMS(ES+)m/z=656.59(M+H).
8.10.8Síntesisdela1,3-bis(4-(3-etoxicarbonil-2-metiliguanidino)fenil)urea(54)Siguiendo el procedimientogeneral 8.10, se hizoreaccionar 800 mg (1.59mmol) de labis(etoxicarboniltiourea)46con 1.66mL (9.52mmol) deDIPEA, 1.21 g (6.36mmol) deEDACy3.18mL (6.36mmol)demetilamina (disolución2MenTHF). Lapurificación sellevóacaboportrituracióndelcrudoconEt2Oobteniéndose707mgde54(73%)comounsólidodecolorblanco.1HRMN(300MHz,DMSO-d6)11.9(s,2H,NH),9.7(d,J=8.4,4H,ArH),9.5(d,J=8.3,4H,ArH),6.2(c,J=7.1,4H,O-CH2-),5.7(s,6H,N-CH3),3.4(t,J=7.1,
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6H,CH3).13CRMN(75MHz,DMSO-d6)163.7(C=O),159.6(2×C=O),153.1(2×C=N),137.9(2×Ar-C),131.2(2×Ar-C),126.0(Ar,4×CH),118.5(Ar,4×CH),59.9(2×O-CH2-),28.4(2×N-CH3),15.0(2×CH3).P.f.>280°C(desc.).HPLC(UV):98%.LRMS(ES+)m/z=499.44(M+H).
8.10.9Síntesisdela1,3-bis(4-(2-etil-3-etoxicarbonilguanidino)fenil)urea(55)Siguiendo el procedimientogeneral 8.10, se hizoreaccionar 800 mg (1.59mmol) de labis(etoxicarboniltiourea)46con1.6mL(9.5mmol)deDIPEA,1.23g(6.4mmol)deEDACy 0.518 g (6.4mmol) de hidrocloruro de etilamina. La purificación se llevó a cabo porcromatografía flash sobre sílice (cartucho SI de 5g) con DCM/MeOH (100/0®95/5),obteniéndose418mgde55(60%)comounsólidoblanco.1HRMN(300MHz,DMSO)8.69(s,2H,NH),7.44(d,J=8.2,4H,ArH),7.20(d,J=8.2,4H,ArH),3.94(c,J=6.9,4H,-
OCH2-),3.29(m,4H,-NCH2-),1.12(m,12H,CH3).13CRMN(75MHz,DMSO)163.5(C=O),158.4(2×C=O),152.5(2×C=N), 137.0 (2×Ar-C),131.2 (2×Ar-C),125.5 (Ar,4×CH),118.6(Ar,4×CH),59.6(2×-OCH2-),35.6(2×-NCH2-),14.8(2×CH3),14.7(2×CH3).P.f.190-191°C.HPLC(UV)>95%.LRMS(ES+)m/z=527.58(M+H).
8.10.10 Síntesis de la 1,3-bis(4-(3-etoxicarbonil-2-isopropilguanidinio)fenil)urea
(56) Siguiendo el procedimientogeneral 8.10 se hizoreaccionar 300 mg (0.62mmol) de labis(etoxicarboniltiourea)46con0.642mL(3.69mmol)deDIPEA,0.472g(2.46mmol)deEDAC y 0.21 mL (2.46 mmol) de isopropilamina. La purificación se llevó a cabo porcromatografía flash sobre sílice (cartucho SI de 5g) con DCM/MeOH (100/0®95/5),obteniéndose228mgde56(67%).1HRMN(300MHz,CDCl3)10.8910.12(s.a.,1H,
NH),8.708.11(s.a,2H,NH),7.497.37(m,4H,ArH),7.05(d,J=8.0,4H,ArH),4.954.38(s.a,2H,NH),4.254.22(m,2H,-CH-),4.18(c,J=7.0,4H,O-CH2),1.28(t,J=7.0,6H,
CH3),1.11(m,12H,CH3).13CRMN(75MHz,CDCl3)164.6(C=O),158.6(2×C=O),153.2(2×C=N),138.6(2×Ar-C),129.9(2×Ar-C),126.9(Ar,4×CH),120.2(Ar,4×CH),61.5(2×O-CH2-),43.2(2×-CH-),23.1(4×CH3),14.8(2×CH3).P.f.> 130°C(desc.).HPLC(UV)>95%.LRMS(ES+)m/z=555.58(M+H).
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8.11.ProcedimientogeneralparalaobtencióndelasN-alcoxiyN-alquilguanidinas
finales5766enformadebaselibreLa reacción se lleva a cabo en un tubo de vidrio KIMAX con tapón de rosca. A unadisolucióndelasbis(etoxicarbonilguanidina)en1mLdeEtOHabsolutoseañade2mLdeKOH0.1M.Eltubosecierra(sella)ylareacciónsedejaenagitacióna80°Cdurante3horas. Pasado este tiempo, la mezcla de reacción se enfría, se trasvasa a un matraz ydisolventeseevaporaapresiónreducida.ElproductoluegoprecipitaenH2O.Seraspaconuna espátula para formar un precipitado. La guanidina en forma de base libre se aislamediantefiltraciónconunaplacafiltranteNº3.
8.12ProcedimientogeneralparalaformacióndelosdilhidroclorurosdeguanidinioAunadisolucióndelaguanidinaen1mLdeMeOHseañaden3mLdedioxanosaturadoconHCl(g).Lareacciónseagitaatemperaturaambientedurante1hora.Losdisolventesseevaporan a vacío y la sal de guanidinio se tritura en Et2O para obtener las saleshidrocloradasconbuenosrendimientosyaltapureza.
8.12.1 Síntesis del dihidrocloruro de 4-(2-isopropilguanidinio)-N-(4-(2-
isopropilguanidinio)fenil)benzamida(57a) Siguiendoelprocedimientogeneral8.11,se desprotegieron 300 mg (0.56 mmol)de49,obteniéndose157mgde57(71%)como un sólido blanco. Siguiendo elprocedimiento general 3.12, seobtuvieron106mgdeldihidrocloruro57acomounsólidoblanco.HPLC(UV)=97%.1H
RMN(300MHz,DMSO-d6)10.51(s,1H,NH),10.28(s,1H,NH),9.80(s,1H,NH),8.35(s,1H,NH),8.10(d,J=8.5,2H,ArH),8.03(s.a.3H,NH),7.91(d,J=8.5,2H,ArH),7.64(s,2H,
NH),7.34(d,J=8.0,2H,ArH),7.20(d,J=8.0,2H,ArH),3.94(m,2H,-CH-),1.19(t,J=6.2,12H,CH3).13CRMN(75MHz,DMSO-d6)164.5(C=O),154.2(C=N),153.5(C=N),139.6(Ar-C),137.5 (Ar-C),130.8 (Ar-C),130.7 (Ar-C),129.3 (Ar,2×CH),125.1 (Ar-CH),122.2(Ar-CH),121.3(Ar-CH),43.8(-CH-),43.4(-CH-),22.3(2×CH3),22.2(2×CH3).P.f.206-208°C.HPLC(UV)=96%.LRMS(ES+)m/z=396.47(M+H).
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8.12.2 Síntesis del dihidrocloruro de 4-(2-etilguanidinio)-N-(4-(2-
etilguanidinio)fenil)benzamida(58a) Siguiendo el procedimiento general 8.11, sedesprotegieron 350 mg (0.68 mmol) de 48,obteniéndose205.5mgde58(81%)comounsólido blanco. 1H RMN (400 MHz, DMSO) 9.9(s,1H,NH),7.8(d,J=8.2,2H,ArH),7.7(d,J=8.4,2H,ArH),6.9(m,4H,ArH),3.2(m,4H,N-CH2-),1.1(m,6H,CH3).13CRMN(101MHz,
DMSO)165.1(C=O),152.9(C=N),152.0(C=N),134.7(2×Ar-C),128.7(Ar,2×CH),125.8(2×Ar-C),123.6(Ar,2×CH),122.4(Ar,2×CH),121.3(Ar,2×CH),35.6(N-CH2-),35.4(N-
CH2-),15.0(CH3),14.7(CH3).P.f.134-135°C.HPLC(UV)=92%.LRMS(ES+)m/z=368.49(M+H).  Siguiendo el procedimientogeneral 8.12, se obtuvieron 182.4 mgdel dihidrocloruro58a comoun sólidoblanco.HPLC(UV)=92%.1HRMN(300
MHz, DMSO-d6)  10.51 (s, 1H, NH),10.31(s,1H,NH),9.83(s,1H,NH),8.32(s,1H,NH),8.10(d,J=8.4,2H,ArH),8.00(s.a,3H,
NH),7.92(d,J=8.1,2H,ArH),7.68(s.a,2H,NH),7.35(d,J=8.1,2H,ArH),7.21(d,J=8.4,2H,ArH),3.30(m,4H,N-CH2-),1.14(c,J=7.3,6H,CH3).13CRMN(75MHz,DMSO-d6)164.5(C=O),154.9(C=N),154.3(C=N),139.5(Ar-C),137.7(Ar-C),130.9(Ar-C),130.6(Ar-
C),129.3(2×ArH),125.3(2×ArH),122.4(2×ArH),121.4(2×ArH),36.5(N-CH2),36.2(N-CH2),14.2(-CH3),14.1(-CH3).
8.11.1 Síntesis de la 4-(2-metilguanidino)-N-(4-(2-metilguanidino)fenil)benzamida
(59) Siguiendo el procedimiento general 8.11, sedesprotegieron 136 mg (0.28 mmol) de 47,obteniéndose 90mg (94%)de la base libre59como un sólido blanco. 1H NMR (300 MHz,
DMSO-d6)9.91(s,1H,NH),7.84(d,J=8.0Hz,2H,Ar-H),7.69(d,J=8.0Hz,2H,Ar-H),7.13(s.a.,2H,NH),6.89(m,4H,Ar-H),5.96(s.a,4H,NH2),2.70(s,3H, -CH3),2.68(s,3H, -CH3).13CRMN(75MHz,DMSO-d6)165.3(C=O),154.2(C=N),153.1(C=N),134.9(2×Ar-C),129.0(Ar,2×CH),126.2(2×Ar-C),123.9(2x
Ar-CH),122.6 (2 xAr-CH),121.6 (Ar-CH),28.2 (N-CH3),28.1 (N-CH3).Pf > 300 °C.HPLC
(UV)=93%.LRMS(ES+)m/z=340.45
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8.12.3 Síntesis del dihidrocloruro de la 4-(2-metoxiguanidinio)-N-(4-(2-
metoxiguanidinio)fenil)benzamida(60a).Siguiendo el procedimiento general 8.11, sedesprotegieron 200 mg (0.39 mmol) de 50,obteniéndose 100mg de60 (69%) como unsólidoblanco.1HRMN(300MHz,DMSO-d6)9.78 (s.a, 1H,NH), 7.81 (d, J = 7.1, 2H,ArH),7.737.56(s.a,1H,NH),7.53(d,J=7.2,2H,ArH),7.40(d,J=7.2,2H,ArH),7.28(d,J=7.1,2H,ArH),5.40(s,2H,NH2),5.21(s,2H,NH2),3.62(s,3H,O-CH3),3.59(s,3H,O-CH3).13C
RMN (75MHz,DMSO-d6) 164.6 (C=O), 151.5 (C=N), 150.7 (C=N), 144.6 (Ar-C),137.4(Ar-C),131.8 (Ar-C),128.4 (Ar,2 ×CH),125.5 (Ar-C),121.0 (Ar,2×CH), 117.2 (Ar-CH),115.9(Ar-CH),60.6(O-CH3),60.5(O-CH3).P.f.205ºC.HPLC(UV)>95%.LRMS(ES+)m/z= 372.48 (M+H). Siguiendo elprocedimiento general 8.12, seobtuvieron79.1mgdeldihidrocloruro
60a como un sólido blanco. HPLC
(UV) > 95%. 1H RMN (300 MHz,
DMSO-d6)11.61(s.a,1H),10.63(s,1H),10.58(s,1H),10.24(s,1H),8.40(s,2H),8.14(s,2H),8.11(d,J=8.4,2H,ArH),7.93(d,J=8.3,2H,ArH),7.40(d,J=8.1,2H,ArH),7.25(d,J=8.1,2H,ArH),3.74(s,3H,O-CH3),3.71(s,3H,O-CH3).13CRMN(75MHz,DMSO-d6)164.6(C=O), 156.3 (C=N), 155.5 (C=N), 138.7 (Ar-C), 138.0 (Ar-C), 131.3 (Ar-C), 129.7 (Ar-C),129.3(Ar,2×CH),125.4(Ar,2×CH),122.6(Ar,2×CH),121.3(Ar,2×CH),64.5(O-CH3),64.4(O-CH3).
8.11.2 Síntesis de la 4-(2-etoxiguanidino)-N-(4-(2-etoxiguanidino)fenil)benzamida
(61) Siguiendo el procedimiento general 3.17,sedesprotegieron30mg(0.055mmol)de
51, obteniéndose 18.6 mg de 61 (85%)como sólido blanco. 1H NMR (500 MHz,
DMSO-d6)9.75(s,1H,NH),8.09(s,1H,NH),7.80(d,J=8.9Hz,2H,ArH),7.58(s,1H,NH),7.52(d,J=8.9Hz,2H,ArH),7.39(d,J=8.9Hz,2H,ArH),7.27(d,J=8.9Hz,2H,ArH),5.31(s,2H,NH2),5.14(s,2H,NH2),3.83(m,4H,
O-CH2), 1.20 (m, 6H,CH3). 13CNMR (126MHz,DMSO-d6)  164.5 (C=O), 151.3 (C=N),
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150.5(C=N),144.7(Ar-C),137.5(Ar-C),131.7(Ar-C),128.4(2xAr-CH),125.4(Ar-C),121.0(2xAr-CH),117.1(2xAr-CH),115.8(2xAr-CH),67.6(O-CH2),67.4(O-CH2),14.7(2xCH3).
P.f.184-186°C.HPLC(UV)>95%.LRMS(ES+)m/z=400.39(M+H).
8.12.4 Síntesis del dihidrocloruro de 4-(2-(benciloxi)guanidinio)-N-(4-(2-
(benciloxi)guanidinio)fenil)benzamida(62a)Siguiendo el procedimiento general 8.11, sedesprotegieron 200 mg (0.30 mmol) de 52,obteniéndose 140 mg de 62 (95%) como unsólidoblanco.1HRMN(400MHz,DMSO-d6)9.75(s,1H,NH),8.10(s,1H,NH),7.78(d,J=8.8Hz, 2H,ArH),7.60 (s, 1H,NH),7.50 (d, J = 9.0Hz, 2H,ArH), 7.45  7.40 (m, 4H,ArH), 7.39 7.31(m,6H,ArH),7.327.25(m,2H,ArH),7.22(d,J=9.0Hz,2H,ArH),5.43(s,2H,-NH2),5.26(s,2H,-NH2),4.88(s,2H,O-CH2-),4.84(s,2H,O-CH2-).13CRMN(100MHz,DMSO-d6)164.5(C=O),151.5(C=N),150.7(C=N),144.6(Ar-C),139.25(Ar-C),139.16(Ar-C),137.4(Ar-C),131.7(Ar-C),128.4(2×ArH),128.1(2×ArH),128.0(2×ArH),127.95(2×ArH),127.91(ArH),127.3(ArH),127.2(Ar-C),125.4(2×ArH),121.0(2×ArH),117.1(2×ArH),115.9(2×ArH),74.32(O-CH2),74.25(O-CH2-).P.f.110-113°C.HPLC(UV)=95%.LRMS
(ES+) m/z = 524.56 (M + H).Siguiendo el procedimiento general8.12, se obtuvieron 95 mg deldihidrocloruro 62a como un sólidoblanco. HPLC (UV) = 98%. 1H RMN
(300MHz,DMSO-d6)11.54(s,2H),10.55 (s, 1H),10.53 (s, 2H), 10.20 (s,1H),8.26(s,2H),8.08(d,J=8.6,2H,ArH),7.91(d,J=8.8,2H,ArH),7.52(m,4H,ArH),7.41(m,6H,ArH),7.29(d,J=8.6,2H,ArH),7.15(d,J=8.8,2H,ArH),4.96(s,2H,O-CH2),4.92(s,2H,O-CH2).13CRMN(75MHz,DMSO-d6)164.6(C=O),156.6(C=N),155.6(C=N),139.1(Ar-C),137.9(Ar-C),135.2(Ar-C),135.0(Ar-C),129.8(Ar-C),129.53(Ar,4×CH) ,129.48(Ar,4×CH),129.2(Ar,2×CH),128.7(Ar,2×CH),128.4(Ar,2×CH),125.1(Ar,2×CH),122.0(Ar-C),121.3(Ar,2×CH),78.1(O-CH2-),77.8(OCH2).
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8.11.3Síntesis de la 4-(2-(tetrahidro-2H-piran-2-il)oxi)guanidino-N-(4-(2-
(tetrahidro-2H-piran-2-il)oxi)guanidino)fenil)benzamida(63)Siguiendo el procedimiento general3.17,se desprotegieron 200 mg (0.39 mmol)de53,obteniéndose170mgde63(85%)como un sólido blanco.  1H RMN (400
MHz,DMSO-d6) 9.78 (s, 1H,NH),8.31(s,1H,NH),7.79(d,J=8.8,2H,ArH),7.73(s,1H,NH),7.52(d,J=9.0,2H,ArH),7.38(d,J=8.8,2H,ArH),7.26(d,J=9.0,2H,ArH),5.48(s,2H,NH2),5.27(s,2H,NH2),4.96(t,J=3.7,1H,O-CH-O),4.92(t,J=3.8,1H,O-CH-O),3.81(m,2H,-CH2-),3.43(m,2H,-CH2-),1.86(m,2H,-CH2-),1.65(m,4H,-CH2-),1.49(m,6H,-CH2-).13CRMN(100MHz,DMSO-d6)165.2(C=O), 152.8 (C=N), 152.1 (C=N), 145.4 (Ar-C),138.1 (Ar-C),132.4 (Ar-C),129.1 (Ar, 2×
CH),126.1(Ar-C),121.7(Ar,2×CH),117.9(Ar,2×CH),116.6(Ar,2×CH),99.9(2×O-CH-
O),62.0(2×O-CH2),29.9(-CH2-),29.8(-CH2-),25.9(2×-CH2-),20.1(-CH2-),20.0(-CH2-).
P.f.>300°C.HPLC(UV)>95%.LRMS(ES+)m/z=512.67(M+H).
8.12.5 Síntesis del dihidrocloruro de 4-(2-hidroxiguanidinio)-N-(4-(2-
hidroxiguanidinio)fenil)benzamida(63a) Siguiendo el procedimiento general3.18, se desprotegieron 100 mg (0.20mmol)  de63, obteniéndose 69mg de
63a (69%) como un sólido blanco. 1H
RMN (300MHz,DMSO-d6)  11.25 (s,1H),10.83(s,1H),10.49(s,1H),10.36(s,2H),10.12(s,1H),9.95(s,1H),8.20(s,2H),8.08(d,J=8.3,2H,ArH),7.89(d,J=8.4,2H,ArH),7.34(d,J=8.2,2H,ArH),7.20(d,J=8.4,2H,
ArH).13CRMN(75MHz,DMSO-d6)164.9(C=O),157.4(C=N),156.4(C=N),139.6(Ar-C),137.9(Ar-C),130.6(Ar-C),129.6(Ar,4×CH),125.3(Ar-C),121.7(Ar,4×CH).P.f.>300°C.
HPLC(UV)>95%.LRMS(ES+)m/z=344.57(M+H).
8.12.6Síntesisdeldihidroclorurode1,3-bis(4-(2-metilguanidinio)fenil)urea(64a)Siguiendo el procedimientogeneral8.11,132mg,(0.40mmol)de 54 fueron desprotegidosobteniéndose107mgde59(81%)comounsólidoblanco.Siguiendoelprocedimientogeneral8.12,seobtuvieron95mgdel
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dihidrocloruro64a.1HRMN(500MHz,DMSO-d6)9.8(s,2H,NH),9.6(s.a.,2H,NH),7.7(m,6H,NH3),7.5(d,J=8.8Hz,4H,ArH),7.1(d,J=8.8Hz,4H,ArH),2.8(d,J=4.9Hz,6H,
NCH3).13CRMN(126MHz,DMSO-d6)155.9(2xC=O),152.7(2xC=N),138.7(2xAr-C),128.5(4xAr-CH),126.3(2xAr-C),118.6(4xAr-CH),28.2(NCH3).P.f.277-278°C.HPLC
(UV)=95%.LRMS(ES+)m/z=383.60(M+H).
8.12.7Síntesisdeldihidroclorurode1,3-bis(4-(2-etilguanidinio)fenil)urea(65a)Siguiendoelprocedimientogeneral8.11,sedesprotegieron200mg(0.38mmol)de55,obteniéndose 131.9 mg (91%) de la baselibre 65 como un sólido blanco. 1H RMN
(400MHz,DMSO) 8.25(s.a,2H,NH),7.23(d,J=8.7,4H,ArH),6.65(d,J=8.7,4H,ArH),5.25(s.a.,2H),4.76(s.a.,4H),3.12(d,J=7.2,4H,O-CH2-),1.06(t,J=7.2,6H,CH3).13CRMN
(101MHz,DMSO)152.9(C=O),151.3(2×C=N),145.5(2×Ar-C),132.7(2×Ar-C),123.0(Ar,4×CH),119.3(Ar,4×CH),35.2(2×N-CH2-),15.1(2×CH3).P.f.211-212°C.HPLC(UV)>98%.LRMS(ES+)m/z=383.53(M+H).Siguiendoelprocedimientogeneral 8.12, se obtuvieron 79.1mg del dihidrocloruro de 65acomounsólidoblanco.HPLC(UV)=98%.1HRMN(400MHz,DMSO-d6)9.81(s,2H,
NH),9.57(s,2H,NH)7.83(s,2H,NH),7.60(s.a,4H)7.53(d,J=8.7,4H,ArH),7.14(d,J=8.7,4H,ArH),3.25(m,4H,N-CH2-),1.12(t,J=7.1,6H).13CRMN(100MHz,DMSO-d6)155.0(2×C=N),152.7(C=O),138.7(2×Ar-C),128.6(Ar,4×CH),126.3(2×Ar-C),118.7(Ar,4×CH),36.3(2×N-CH2),14.3(2×CH3).
8.12.8 Síntesis del dihidrocloruro del 1,3-bis(4-(2-isopropilguanidinio)fenil)urea
(66a) Siguiendoelprocedimientogeneral8.11,sedesprotegieron300mg(0.56mmol)de56,obteniéndose157mg(71%)de66comounsólido blanco. 1H RMN (400 MHz, DMSO-
d6)8.30(m,2H),7.23(d,J=8.7Hz,4H,ArH),6.65(d,J=8.6Hz,4H,ArH),4.98(s.a,6H),3.83(h,J=6.5Hz,2H,-CH-),1.09(d,J=6.4Hz,12H,-CH3).13CRMN(100MHz,DMSO-d6)152.9(C=O),150.7(2×C=N),145.2(2×Ar-C),132.8(Ar-C),123.0(4×ArH),119.3(4×
ArH),41.4(N-CH-),23.0.P.f.206ºC.HPLC(UV)=96%.LRMS(ES+)m/z=396.47(M+
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H).Siguiendoelprocedimientogeneral8.12,seobtuvieron105mgdeldihidroclorurode
66a. HPLC (UV) = 97%. 1H RMN (300
MHz,DMSO-d6)9.72(s,2H),9.44(s,2H),7.82(m,2H),7.53(d,J=8.5,4H,ArH),7.48(s.a.,4H)7.14(d,J=8.5,4H,ArH),3.87(m,2H),1.17(d,J=6.2,12H).13CRMN(75MHz,DMSO-d6)154.6(C=O),153.0(2×C=N),139.0(2×Ar-C),129.0(2×Ar-C),126.4(Ar,4×CH)119.0(Ar,4×CH),43.8(2×N-CH),22.7(4×CH3).
8.13 Procedimiento general para la formación de las N-fenilbenzamidas
halogenadas70-72LareacciónsellevaacaboenuntubodevidrioKIMAXcerradocontapónderosca.Unadisolución del ácido carboxílico (2-fluoro-4-nitrobenzoico, 3-fluoro-4-nitrobenzóico y 2-cloro-4-nitrobenzóico, 1.5 equiv.) en 1 mL de SOCl2 se calienta a 70 °C duranteaproximadamente 5 horas. Al enfriar, se abre el tubo [Precaución: tener cuidado con lapresióninternadeSO2yHCl]ysetrasvasalamezcladereacciónaunamatraz.Seevaporael SOCl2, obteniéndose el clorurode ácido comoun aceite.A continuación, el clorurodeácido se añade gota a gota a una disolución de 4-nitroanilina (1.0 equiv.) yDIPEA (2.0equiv.)en5mLdetoluenoanhidro.Lareacciónseagitaatemperaturaambienteduranteuna noche. Las benzamidas se aislan por precipitation añadiendo gotas de MeOH a lamezcladereacción.ElprecipitadosefiltrayselavasucesivamenteconHCl0.1MyMeOH,obteniéndoselasbenzamidas70-72conbuengradodepureza(>95%porHPLC).
8.14 Procedimiento general para la síntesis asistida por microondas de las
benzamidashalogenadas76y77En un tubo de reacción para microondas, se disuelve la anilina comercial (2-fluoro-4-nitroanilina, 3-fluoro-4-nitroanilina y 2-cloro-4nitroanilina, 1.0 equiv.), cloruro de 4-nitrobenzoilo(1.5equiv.),yDIPEA(5.0equiv.)en8mLdetoluenoanhidro.Lareacciónsecalientaenmicroondasa100°Cdurante30min.Terminadalareacción,seenfríaelcrudoyelproductoprecipitadelamezcladereacción.ElsólidosefiltrayselavasucesivamenteconunasolucióndeHCl0.1MyMeOH,obteniéndose lasbenzamidas76 y77 conbuengradodepureza(>95%porHPLC).
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8.13.1 Síntesisdela3-fluoro-4-nitro-N-(4-nitrofenil)benzamida(70)Siguiendo el procedimiento general 8.13, se hizoreaccionar 700 mg (3.78 mmol) del ácido 3-fluoro-4-nitrobenzóico en 3 mL de SOCl2. Una vez formado elcloruro de ácido, este se hizo reaccionar con 435 mg(3.15mmol)dela4-nitroanilinay1.1mL(6.3mmol)deDIPEA obteniéndose 785mg (81%) de70 como un sólido blanco. 1HRMN (400MHz,
DMSO-d6)11.10(s,1H,NH),8.368.31(m,1H,ArH),8.29(d,J=9.2,2H,ArH),8.15(dd,
J=1.8,11.8,1H,ArH),8.05(d,J=9.2,2H,ArH),8.017.97(m,1H,ArH).13CRMN(101
MHz,DMSO-d6)163.4(d,J=1.7,C=O),154.3(d,J=262.3,Ar-CF),144.7(Ar-C),143.0(Ar-C),140.9(d,J=7.5,Ar-C),138.8(d,J=7.8,Ar-C),126.7(d,J=2.6,Ar-CH),124.9(Ar,2×
CH),124.8(d,J=4.3,Ar-CH),120.2(2×Ar-CH),118.1(d,J=22.6,Ar-CH).P.f.178-180°C.
HPLC (UV) > 95%.LRMS (ES+)m/z  = 306.15 (M+H).Microanálisis: requeridoparaC13H8FN3O5 (C:51.16%,H: 2.64%,N:13.77%),  encontrado(C:50.10%,H: 2.38%,N:13.53%).
8.13.2 Síntesisdela2-fluoro-4-nitro-N-(4-nitrofenil)benzamida(71)Siguiendo el procedimiento general 8.13, se hizoreaccionar700mg(3.78mmol)del ácido2-fluoro-4-nitrobenzoico en3mLde SOCl2.Una vez formadoelclorurodeácido,estesehizoreaccionarcon435mg(3.15mmol)dela4-nitroanilinay1.1mL(6.3mmol)deDIPEA,obteniéndose736mg(77%)de71comounsólidoblanco1HRMN(300MHz,
DMSO-d6)11.18(s,1H,NH),8.378.13(m,4H,ArH),7.98(m,3H,ArH).13CRMN(75
MHz,DMSO-d6)161.6(C=O),158.3(d,J=253.9,Ar-CF),149.4(d,J=8.8,Ar-C),144.1(Ar-C) ,143.0(Ar-C),131.0 (d, J=3.3,ArH),129.8 (d, J=16.1,Ar-C),124.5 (Ar,2×CH),119.6(Ar,2×CH),119.4(d,J=3.6,Ar-CH),111.8(d,J=27.3,Ar-CH).P.f.180-181°C.HPLC
(UV) > 95%. LRMS (ES+) m/z = 306.08 (M + H). Microanálisis: requerido paraC13H8FN3O5 (C:51.16%,H: 2.64%,N:13.77%),  encontrado(C:50.65%,H: 2.84%,N:13.36%).
2
2
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8.13.3Síntesisdela2-cloro-4-nitro-N-(4-nitrofenil)benzamida(72)Siguiendo el procedimiento general 8.13, se hizoreaccionar 300 mg (1.5 mmol) del ácido 3-cloro-4-nitrobenzoico en 3 mL de SOCl2. Una vez formado elcloruro de ácido, este se hizo reaccionar con 138.1mg(1.0 mmol) de 4-nitroanilina y 0.4 mL (2.0 mmol) deDIPEA,obteniéndose245.2mg(76%)de72comounsólidoblanco.1HRMN(400MHz,
DMSO-d6)11.2(s,1H,NH),8.4(m,1H,ArH),8.3(m,3H,ArH),8.2(m,1H,ArH),8.1(d,J=8.8,2H,ArH).13CRMN(100MHz,DMSO-d6)163.4, (C=O)149.3 (Ar-C),144.8 (Ar-C),142.9 (Ar-C), 138.7 (Ar-C), 131.0 (Ar-CH), 128.4 (Ar-CH), 125.8 (Ar-CH), 125.0 (Ar-CCl),124.8(Ar,-2×CH),120.2(Ar,2×CH).P.f.178-180°C.HPLC(UV)>95%.LRMS(ES+)m/z=322.09(M+H).Microanálisis:requeridoparaC13H8ClN3O5,(C:48.54%,H:2.51%,N:13.06%),encontrado(C:48.98%,H:3.02%,N:12.54%).
8.14.1 SíntesisdelaN-(2-fluoro-4-nitrofenil)-4-nitrobenzamida(76)Siguiendo el procedimiento general 8.14, se hizoreaccionar300mg(1.9mmol)de2-fluoro-4-nitroanilinacon536mg(2.9mmol)delclorurode4-nitrobenzoiloenpresenciade1.6mL(9.5mmol)deDIPEA,obteniéndose1.84gde76(79%)comounsólidoblanco.1HRMN(400MHz,DMSO-d6)10.91(s,1H,
NH),8.39(d,J=8.8,2H,ArH),8.26(dd,J=10.5,2.5,1H,ArH),8.20(d,J=8.8,2H),8.188.07(m,2H). 13CRMN(100MHz,DMSO-d6)164.5(C=O) ,153.5 (d, J=251.9,Ar-CF),149.6(Ar-C),144.3(d,J=8.2,Ar-C),139.1(Ar-C),132.4(d,J=12.0,Ar-C),129.7(Ar,2×
CH),125.3(d,J=2.3,Ar-CH),123.7(Ar-C),120.3(d,J=3.4,Ar-CH),112.0(d,J=25.1,Ar-
CH). P.f. 212-214 °ºC. HPLC (UV) = 98%. LRMS (ES-) m/z  = 304.60 (M - H).
Microanálisis: requerido para C13H8FN3O5 (C: 51.16 %, H: 2.64 %, N: 13.77 %),encontrado(C:51.31%,H:2.49%,N:13.96%).
8.14.2 SíntesisdelaN-(3-fluoro-4-nitrofenil)-4-nitrobenzamida(77)Siguiendo el procedimiento general 8.14, se hizoreaccionar 50 mg (0.32 mmol) de la 2-fluoro-4-nitroanilina con 89 mg (0.48 mmol) del cloruro de 4-nitrobenzoilo en presencia de 0.3 mL (1.6 mmol) deDIPEA.ElproductosepurificóporprecipitaciónenDCMobteniéndose73.6mgde77(75%)comounsólidoblanco.1HRMN(400MHz,DMSO-d6)11.20(s,1H,NH),8.39(d,J=8.3,2H,ArH),8.24(d,J=8.8,1H,ArH),8.19(d,J=8.3,2H,
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ArH),8.03(d,J=14.1,1H,ArH),7.75(d,J=9.4,1H,ArH).13CRMN(100MHz,DMSO-d6)164.8(C=O),155.5(d,J=259.7,Ar-CF),149.6(Ar-C),145.9(d,J=11.4,Ar-C),139.4(Ar-C),131.8(d,J=7.2,Ar-C),129.5(Ar,2×CH),127.5(Ar-CH),123.7(Ar,2×CH),115.8(d,J=3.1,Ar-CH),108.2(d,J=26.1,Ar-CH).P.f.226-228°C.HPLC(UV)>95%.LRMS(ES-)m/z= 304.57 (M - H). HRMS (ES-) requerido para C13H8FN3O5: 305.0448, (encontrando:305.0443).
8.15Procedimientogeneralparalareduccióndelasnitrobenzamidas(7072,76-
77)
8.15.1HidrogenacióncatalíticaconPd-CEnunmatrazde100mLdetresbocassedisuelvelabenzamida(70,71,75,77)en3mLde MeOH. A continuación, el matraz se enfría con un baño de hielo y se añade elcatalizador Pd-C (5%). Después de purgar el aire del matraz mediante un ciclo devacío/argón/vacío, lareacciónsedejaenagitaciónduranteunanochebajoatmósferadehidrógeno(1atm).La formaciónde lasdiaminassesigueporTLCutilizandoninhidrinacomorevelador.Terminadalareacción,seeliminaelcatalizadorporfiltraciónsobrecelita,seevaporaeldisolventeyelproductoserecristalizadeMeOHoDCMcomoseindicaencadacaso,obteniéndoselasanilinas7881.
8.15.2Reducciónconclorurodeestaño(II)Aunadisolucióndelanitrobenzamida72en100mLdeEtOHseañaden10equivalentesde SnCl2.H2O. La reacción se deja en agitación vigorosa durante toda la noche. Acontinuación,lareacciónsebasificaconunasolucióndeNaOH0.5MhastaunpH=8yseextrae con AcOEt hasta comprobar por TLC (revelada con ninhidrina) la completaextracción del producto. La fase orgánica se lava con salmuera y se seca conMgSO4. Eldisolvente se evapora a presión reducida. El producto se purifica por precipitación enAcOEtfríoysimplefiltración.,obteniéndoseelcompuestos82conbuenapureza.
8.15.1.1Síntesisdela4-amino-N-(4-aminofenil)-3-fluorobenzamida(78)Siguiendo el procedimiento general 8.15.1, se puso areaccionar594mg(1.95mmol)de70con30mgdePd-C(5%) como catalizador. El producto se purificó porrecristalización de MeOH obteniéndose 393 mg de 78(82%)comounsólidoblanco.1HRMN(400MHz,DMSO-
d6)9.52(s,1H,NH),7.59(m,2H,ArH),7.32(d,J=8.5,2H,ArH),6.78(t,J=8.7,1H,ArH),6.52(d,J=8.5,2H,ArH),5.75(s,2H,-NH2),4.90(s,2H,-NH2).13CRMN(100MHz,DMSO-
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d6)163.5(d,J=2.3,C=O),149.4(d,J=236.7,Ar-CF),144.9(Ar-C),139.7(d,J=13.1,Ar-
C),128.4(Ar-C),124.6(d,J=2.4,Ar-CH),122.2(Ar,2×CH),122.0(d,J=5.0,Ar-CH),114.7(d,J=4.9,Ar-C),114.2(d,J=19.4,Ar-CH),113.7(Ar,2×CH).P.f.168-170°C.HPLC(%UV)>95%.LRMS(ES+)m/z=246.18(M+H).Microanálisis:requeridoparaC13H12FN3O(C:63.66%,H:4.93%,N:17.13%),encontrando(C:63.68%,H:4.89%,N:16.98%).
8.15.1.2Síntesisdela4-amino-N-(4-aminofenil)-2-fluorobenzamida(79)Siguiendo el procedimiento general 8.15.1, se puso areaccionar780mg(2.5mmol)de71 con39mgdePd-C(5%).ElproductosepurificóporrecristalizacióndeDCMobteniéndose259mgde79(41%)comounsólidoblanco.
1HRMN(400MHz,DMSO-d6)9.19(s,1H,NH),7.67(d,
J=8.5,2H,ArH),7.02(t,J=8.6,1H,ArH),6.56(d,J=8.5,2H,ArH),6.426.31(m,2H,ArH),5.68(s,2H,-NH2),5.29(s,2H,-NH2).13CRMN(100MHz,DMSO-d6)165.4(C=O),157.5(d,J=242.7,Ar-CF),151.9(Ar-C),148.3(d,J=10.9,Ar-C),129.2(Ar,2×CH),128.9(d,J=3.6,Ar-CH),120.8(Ar-C),113.8(d,J=13.2Hz,Ar-C),112.6(Ar,2×CH),109.3(d,J=2.5,
Ar-CH),100.4(d,J=23.0,Ar-CH).P.f.174-175°C.HPLC(%UV)>95%.LRMS(ES+)m/z=246.25(M+H).
8.15.1.3Síntesisdela4-amino-N-(4-amino-2-fluorofenil)benzamida(80)Siguiendo el procedimiento general 8.15.1, se puso areaccionar500mg(1.64mmol)de76con25mgdePd-C(5%). El producto se purificó por recristalización deDCMobteniéndose351mgde80(81%)comounsólidoblanco.1HNMR(400MHz,DMSO-d6)9.19(s,1H,NH),7.67(d, J=8.5Hz,2H,Ar-H),7.02(t,J=8.6Hz,1H,Ar-H),6.56(d,J=8.5Hz,2H,Ar-H),6.426.31(m,2H,Ar-H),5.68(s,2H,-NH2),5.29(s,2H,-NH2).13CNMR(100MHz,DMSO-d6)165.4(C=O) ,157.5(d,J=242.7Hz,Ar-CF),151.9(Ar-C),148.3(d,J=10.9Hz,Ar-C),129.2(2xAr-CH),128.9(d,J=3.6Hz,Ar-CH),120.8(Ar-C),113.8(d,J=13.2Hz,Ar-CH),112.6(2xAr-CH),109.3(d,J=2.5Hz,Ar-C),100.4(d,J=23.0Hz,Ar-CH).P.f.197-200°C.HPLC(UV)>95%.LRMS(ES+)
m/z=246.25(M+H).
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8.15.1.4 Síntesisdela 4-amino-N-(4-amino-3-fluorofenil)benzamida(81)Siguiendo el procedimiento general 3.12.1, se puso areaccionar 500mg (1.64mmol) de77 con 25mg Pd-C(5%).ElproductosepurificóporrecristalizaciónenDCMobteniéndose 247 mg de 81 (61%) como un sólidoblanco.1HRMN(400MHz,DMSO-d6)9.58(s,1H,NH),7.67(d,J=8.9,2H,ArH),7.547.49(m,1H,ArH),7.257.11(m,1H,ArH),6.796.66(m,1H,ArH),6.58(d,J=8.9,2H,
ArH),5.71(s,2H,-NH2),4.88(s,2H,-NH2).13CRMN(101MHz,DMSO-d6)164.8(C=O),151.9(Ar-C),149.8 (d, J=234.8,Ar-CF),131.9 (d, J=13.1,Ar-C),129.3 (d, J=9.4,Ar-C),129.1(Ar,2×CH),121.3(Ar-C),116.8(d,J=2.9,Ar-CH),115.8(d,J=5.5,ArH),112.6(Ar,2×CH),108.2(d,J=22.9,Ar-CH).P.f.188-189°C.HPLC(UV)>95%.LRMS(ES+)m/z=246.25 (M + H).Microanálisis: requerido para C13H12FN3O (C: 63.66%, H: 4.93%, N:17.13%),encontrando(C:63.71%,H:8.02%,N:17.10%).
8.15.2.1 Síntesisdela4-amino-2-cloro-N-(4-aminofenil)benzamida(82)Siguiendo el procedimiento general 8.15.2, se hizoreaccionar1.0g(3.1mmol)de72con7.0g(31mmol)deexceso de  SnCl2.H2O. El producto se purificó porprecipitación en AcOEt obteniéndose 254 mg de 82(31%) como un sólido blanco. 1H RMN (400 MHz,
DMSO-d6)9.55(s,1H,NH),7.85(d,J=2.1,1H,ArH),7.66(dd,J=8.5,2.1,1H,ArH),7.32(d,J=8.7,2H,ArH),6.81(d,J=8.5,1H,ArH),6.52(d,J=8.7,2H,ArH),5.92(s,2H,-NH2),4.90(s,2H,-NH2).13CRMN(101MHz,DMSO-d6)164.0(C=O),148.1(Ar-C),145.5(Ar-
C),129.3(Ar-C),129.0(Ar-C),128.2(Ar-CH),123.6(Ar-CCl),122.8(Ar,2×CH),116.7(Ar-
CH),114.8(Ar-CH),114.3(Ar,2×CH).P.f.148-150°C.HPLC(UV)>95%.LRMS(ES+)m/z=262.18(M+H).
8.16Procedimientogeneralparalasíntesisdelosderivadosfluoradosycloradosde
4-((imidazolidin-2-iliden)amino-N-((4-(imidazolidin-2-iliden)amino)fenil)
benzamidasprotegidasconelgrupoterc-butoxicarbonil(Boc)8387Aunamezcladelasdiaminas(78-82,1equiv.)yN,N-di(terc-butoxicarbonil)imidazolin-2-tiona3 (3 equiv.) en 5mLdeDMF anhidra a 0 °C se añade Et3N (7 equiv.) yHgCl2 (3equiv.).Lareacciónseagitaa0°Cporunahorayluegosellevaatemperaturaambiente.La reacción se agita durante 12 horas. La reacción esmonitorizada porHPLC-MS. Si lareacción no termina, esta se calienta a la temperatura y tiempo indicado en cada caso.Terminada la reacción, el precipitado color negro (HgS) se elimina por filtración sobre
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Celita. El precipitado se lava con 100 mL de DMF y el filtrado se evapora a presiónreducida. La purificación se lleva a cabo por cromatografía sobre sílice utilizando ungradiente Hexano/AcOEt (50:50® 0:100). El producto se recristaliza de AcOEt frío,obteniéndoseloscompuestos83-87conbuengradodepureza.
8.16.1 Síntesis de la 3-fluoro-4-((1,3-di(terc-butoxicarbonil))imidazolidin-2-
ilinen)amino-N-(4-(((di(terc-butoxicarbonil)-2-imidazolidin-2-ilinen)amino)fenil)
benzamida(83) Siguiendo el procedimiento general8.16, 800 mg (3.3 mmol) de 78, sehicieron reaccionar con 3.0 g (9.9mmol) de N,N-bis(terc-butoxicarbonil)imidazolin-2-tiona, 2.6gdeHgCl2(9.9mmol)yEt3N(3.2mL,23.1 mmol). El producto se purificópor cromatografía flash (cartucho SIde20g)talcomoseindicaenelprocedimientogeneralparaobtener145mg(6%)de83.
1HRMN(400MHz,CDCl3)7.8(s,1H,NH),7.6(m,1H,ArH),7.5(d,J=9.0,3H,ArH),7.1(m,1H,ArH),7.0 (d, J=9.0,2H),3.8 (m,4H, Imd-CH2),3.8 (m,4H, Imd-CH2),1.4 (s,18H,
CH3),1.3(s,18H,CH3).13CRMN(100MHz,CDCl3)164.0(C=O),153.5(d,J=246.4,Ar-
CF),150.4 (C=O),149.9 (C=O),144.9 (Ar-C),140.9 (C=N),139.9 (d, J=12.7,Ar-C),139.3(C=N),133.2(Ar-C),129.4(d,J=6.3,Ar-C),123.8(d,J=3.2,Ar-CH),122.6(d,J=2.9Hz,Ar-
CH),122.0(Ar,2×CH),120.7(Ar,2×CH),114.8(d,J=22.4,Ar-CH),83.3(O-CH),83.0(O-
CH),43.3(2×Imd-CH2),43.1(2xImd-CH2),28.0(12×CH3).P.f.183-184°C.HPLC(UV)>96%.LRMS(ES+)m/z=782.63(M+H).
8.16.2 Síntesis de la 2-fluoro-4-((1,3-di(terc-butoxicarbonil))iminoimidazolidin-2-
iliden)amino-N-(4-((di(terc-butoxicarbonil)iminoimidazolidin-2-iliden)amino)
fenil)benzamida)(84) Siguiendo el procedimiento general8.16, 750 mg de 79 se hicieronreaccionar con 3.0 g (9.9 mmol)  de
N,N-di(terc-butoxicarbonil)imidazolin-2-tiona, 2.6 g de HgCl2 (9.9 mmol) yEt3N (3.2mL, 23.1mmol). El productose purificó por cromatografía flash
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(cartuchoSIde20g)talcomoseindicaenelprocedimientogeneralparaobtener90mg(12%)de84.1HRMN(400MHz,DMSO)9.88(s,1H,NH),7.58(d,J=8.8,2H,ArH),7.53(d,J=8.8,1H,ArH),6.80(d,J=8.8,2H,ArH),6.71(m,2H,ArH),3.78(m,4H,Imd-CH2),3.75(m,4H,Imd-CH2),1.32(m,20H,CH3),1.29(m,16H,CH3).13CRMN(101MHz,DMSO-d6)162.0(C=O),159.9(d,J=247.9,Ar-CF),153.2(d,J=10.7,Ar-C),149.7(C=O),149.3(C=O),144.4(Ar-C),140.9(C=N),138.9(C=N),133.6(Ar-C),130.3(d,J=3.7),120.8(Ar,2×CH),120.3(Ar,2×CH),117.0(d,J=14.1,Ar-C),116.8(Ar-CH),107.7(d,J=22.9,Ar-CH),81.8(O-CH),81.4(O-CH),43.1(2×Imd-CH2),42.9(2×Imd-CH2-),27.5(12×CH3).P.f.175-177°C.HPLC(UV)>96%.LRMS(ES+)m/z=782.67(M+H).
8.16.3 Síntesis de la 4-((1,3-di(terc-butoxicarbonil))iminoimidazolidin-2-
iliden)amino-N-(3-fluoro-4-((di(terc-butoxicarbonil)iminoimidazolidin-2-
iliden)amino)fenil)benzamida)(85) Siguiendo el procedimiento general8.16, 500 mg (2.0 mmol) de 75, sehicieron reaccionar con 1.8 g (6.0mmol) de N,N-bis(terc-butoxicarbonil)imidazolin-2-tiona,1.6gdeHgCl2(6.0mmol)yEt3N2.0mL(14.0mmol). La reacción se dejó atemperaturaambiente12h.yluegoa40ºCdurante5díasyluegoa60°Cduarte48horasmás. El producto se purificó por cromatografía flash (cartucho SI de 20 g) tal como seindicaenelprocedimientogeneralparaobtener145mg(17%)de85.1HRMN(300MHz,
DMSO-d6)11.3911.25(s.a,1H,NH),11.10(s.a,1H,NH),10.33(s.a,1H,NH),8.60(s,2H,NH),8.53(s,2H,NH),8.08(d,J=8.25Hz,2H,Ar-H),7.61(t,J=8.61Hz,1H,Ar-H),7.41(d,J=8.27Hz,2H,Ar-H),7.28(dd,J=2.33,11.43Hz,1H,Ar-H),7.13(dd,J=2.36,8.59Hz,1H,Ar-H),3.69(d, J=6.88Hz,8H, Imd-CH2-).P.f.183-185°C.HPLC(UV)=96%.LRMS
(ES+) m/z = 782.63 (M + H). HRMS (ES+): requerido para C39H52FN7O9: 781.3811(encontrado:781.3881).
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8.17Procedimientogeneralparalaformacióndelassalesde2-iminoimidazolidinio
83a87a.Aunadisolucióndelcompuesto8387en1mLdeDCMenfriadaconunbañodehieloa0°C, se añade1mLdeuna solucióndedioxano saturadaconclorurodehidrógeno(HClg)lentamente.Lareacciónsedejaenagitacióna0°Cduranteunahora.Pasadoestetiempo,lareacciónsedejacalentarhastatemperaturaambienteyenagitaciónduranteunanoche.Terminadalareacción, lasparedesdeltuboseraspanconunaespátulaparaayudara laprecipitación. El precipitado se aisla por filtración y se lava con Et2O, obteniéndose loscompuestos83a87aconbuenapureza.Nota: para los compuestos 86a y 87a, se hizo reaccionar la mezcla de productos +subproductosparcialmentedesprotegidosobtenidosenelpasopreviodesíntesis.
8.17.1Síntesisdeldihidroclorurode3-fluoro-4-(imidazolidin-2-iliden)amino-N-(4-
((2-imidazolididin-2-iliden)amino)fenil)benzamida(83a)Siguiendo el procedimiento general 8.17, sedesprotegieron 100 mg (0.19 mmol) de 83obteniéndose41mgde83a (83%). 1HRMN
(500 MHz, DMSO-d6)  11.02 (s, 1H, NH),10.79 (s, 1H,NH), 10.69 (s, 1H,NH), 8.61 (s,2H,NH),8.31(s,2H,NH),8.168.03(m,1H,
ArH),7.96(d,J=8.2Hz,1H,ArH),7.90(d,J=8.1Hz,2H,ArH),7.56(t,J=8.2Hz,1H,ArH),7.24(d,J=8.1Hz,2H,ArH),3.703.64(m,4H), 3.64  3.58 (m, 4H). 13C RMN (126MHz,DMSO-d6)  163.7 (C=O), 158.4 (C=N) ,158.3(C=N),155.4(d,J=247.9Hz,Ar-CF),137.6(Ar-C),134.8(d,J=6.3Hz),131.8(Ar-C),127.1(Ar-CH),126.8(d,J=12.2Hz,Ar-C),125.3(d,J=2.7Hz,Ar-CH),124.2(2xAr-CH),122.0(2xAr-CH),116.6(d,J=21.3Hz,Ar-CH),66.8(2xNCH2),43.3(NCH2),43.1(NCH2).
P.f.  > 180 °C (desc.).HPLC (UV) > 95%. LRMS (ES+) = 382.41 (M + H).HRMS (ES+)requeridaparaC19H22FN7O:381.1719(encontrada:381.1723).
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8.17.2Síntesisdeldihidroclorurode2-fluoro-4-(imidazolidin-2-iliden)amino-N-(4-
((2-imidazolididin-2-iliden)amino)fenil)benzamida(84a)Siguiendo el procedimiento general 8.17, sedesprotegieron 100 mg (0.13 mmol) de 84obteniéndose 40mg de84a (83%). 1H RMN
(500 MHz, DMSO-d6)  11.43 (s, 1H, NH),10.69(s,1H,NH),10.57(s,1H,NH),8.69(s,2H,
NH), 8.29 (s, 2H,NH), 7.79 (d, J = 8.4Hz, 2H,
ArH),7.73(t,J=8.5Hz,1H),7.32(d,J=2.1Hz,1H,ArH),7.25(d,J=8.4Hz,2H,ArH),7.22(dd,J=8.5,2.1Hz,1H,ArH),3.733.68(m,4H,
NCH2),3.673.60(m,4H,NCH2).13CRMN(126MHz,DMSO-d6)162.5(C=O),159.7(d,
J=250.0Hz,Ar-CF),158.4(C=N),157.6(C=N),140.3(d,J=10.9Hz,Ar-C),137.6(Ar-C),131.7(Ar-C) ,131.6(d,J=3.9Hz,Ar-CH),124.7(2xAr-CH) ,121.7(d,J=14.7Hz,Ar-C),121.2 (2 xAr-CH) , 118.2 (Ar-CH), 110.1 (d, J = 26.3Hz,Ar-CH). 66.8 (2 xNCH2), 43.13(NCH2),43.11(NCH2).P.f.>180°C(desc.).HPLC(UV)>95%.LRMS(ES+)=382.34(M+H).HRMS(ES+)requeridaparaC19H22FN7O:381.1713(encontrada:381.1715).
8.17.3Síntesisdeldihidroclorurode4-(imidazolidin-2-iliden)amino-N-(2-fluoro-4-
((imidazolidin-2-iliden)amino)fenil)benzamida(85a)Siguiendo el procedimiento general 8.17, sedesprotegieron 150 mg (0.19 mmol) de 85obteniéndose 54.9mg de85a (79%). 1H NMR
(500 MHz, DMSO-d6)  11.04 (s.a, 1H, NH),10.60(s.a,1H,NH),10.40(s.a,1H,NH),8.70(s.a,2H,NH),8.46(s.a,2H,NH),8.05(d,J=8.6Hz,2H,
ArH),7.93(dd,J=8.7,2.3Hz,1H,ArH),7.64(dd,J=8.7,2.3Hz,1H,ArH),7.40(m,3H,ArH),3.71(s,4H,Imd-CH2),3.67(s,4H,Imd-CH2).13C
NMR(126MHz,DMSO-d6)164.8(C=O),158.6(C=N),158.4(C=N),156.4(J=245.46Hz,
C-F),140.0(J=10.3Hz,Ar-C),139.4(Ar-C),131.1(Ar-C),129.3(2xAr-CH),128.5(Ar-CH),122.0(2xAr-CH),117.9(J=13.2Hz,Ar-CH),116.5(Ar-C),108.0(J=24.7Hz,Ar-CH),42.8(2xImd-CH2),42.7(2xImd-CH2).P.f.>180°C(desc.).HPLC(UV)=95%.LRMS(ES+)=382.41 (M + H). HRMS (ES+) requerida para C19H22FN7O: 381.1713 (encontrada:381.1723).
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8.17.4Síntesisdeldihidroclorurode4-(imidazolidin-2-iliden)amino-N-(3-fluoro-4-
((imidazolidin-2-iliden)amino)fenil)benzamida(86a)Siguiendo el procedimiento general 8.17, sedesprotegieron 150 mg (0.19 mmol) de 86obteniéndose 37.9mg de86a (60%). 1H NMR
(500 MHz, DMSO-d6)  11.07 (s.a., 1H, NH),10.86(s.a.,1H,NH),10.23(s.a.,1H,NH),8.71(s.a,2H,NH),8.63(s.a., 2H,NH),8.05(d, J=8.2Hz,2H,ArH),7.63 (t, J = 8.3Hz, 1H,ArH ), 7.27 (m,1H,ArH),7.11(d, J =8.3Hz,1H,ArH),3.71(m,4H, Imd-CH2),3.69(m,4H, Imd-CH2). 13C
NMR (126MHz,DMSO-d6)  164.5 (C=O) , 157.8 (C=N) , 157.6 (C=N) , 155.70 (d, J =248.2Hz),139.3(Ar-C),134.3(d,J=10.0Hz),130.6(Ar-C),129.4(2xAr-CH),127.9(d,J=2.5Hz,Ar-CH),123.6(d,J=12.4Hz,Ar-C),122.0(2xAr-CH),119.1(d,J=3.3Hz,Ar-CH),111.2(d,J=23.1Hz,Ar-CH),42.73(Imd-CH2),42.71(Imd-CH2).P.f.>180°C(desc.).HPLC
(%UV)=95%.LRMS(ES+)=382.41(M+H).HRMS(ES+) requeridaparaC19H22FN7O:381.1713(encontrada:381.1712).
8.17.5Síntesisdelditrifluoroacetatode 3-cloro-4-(imidazolidin-2-iliden)amino-N-
(4-((2-imidazolididin-2-iliden)amino)fenil)benzamida(87a)Siguiendo el procedimiento general 8.17, sedesprotegieron 32.6 mg de la mezcla de
87obteniéndose26mgde87a(80%).1HNMR
(500 MHz, DMSO-d6)  10.80 (s.a., 1H, NH),10.60 (s, 1H,NH),10.55 (s.a.,1H), 8.61 (s.a,2H,
NH), 8.41 (s.a., 2H,NH), 8.22 (s, 1H, ArH), 8.02(d, J = 8.4Hz, 1H,ArH),7.85 (d, J = 8.4Hz,2H,
ArH),7.65(d,J=8.4Hz,1H,ArH),7.27(d,J=8.4Hz,2H.ArH),3.70(m,4H,Imd-CH2),3.66(m,4H,Imd-CH2).13CNMR(126MHz,DMSO-d6)163.3(C=O),158.1(C=N),158.0(C=N),137.1 (Ar-C), 135.7 (Ar-C), 134.7 (Ar-C), 131.4 (Ar-C), 129.7 (Ar-C), 129.3 (Ar-CH),128.1(Ar-CH),127.9 (Ar-CH),124.2 (2xAr-CH),121.5(25 xAr-CH),42.8 (Imd-CH2),42.7(Imd-CH2).P.f. 172-174 °CHPLC (%UV) = 95%.LRMS (ES+) = 398.26 (M+H).HRMS
(ES+)requeridaparaC19H22FN7O:397.1418(encontrada:397.1412).
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8.18 Procedimiento general para la medida de pKa mediante espectroscopia
ultravioleta(UV)enplacasde96pocillos.
8.18.1 Procedimiento general para la preparación de las disoluciones tampón
utilizadasparalamedidadepKaLasdisolucionesfueronpreparadasenaguadestilada.LospHfueronmedidosconunpH-metromarcaHANNA(HI-2210)aunatemperaturade30°C.LadisoluciónestandardeHCl0.1MfuevaloradautilizandoK2CO3comopatrónprimario,midiéndoseunaconcentraciónC=0.108M. Ladisolución estandardeNaOH0.1M fue sonicadadurante10minutos yvalorada utilizando ftalato ácido de potasio como patrón primario, midiéndose unaconcentración C  = 0.102M. Todas las disoluciones tampón fueron preparadas con unafuerza iónica constante (I = 0.1 M). La fuerza iónica de las disoluciones tampón fuecalculadayajustadaañadiendoKClcomoseindicaparacadadisolución.Seprepararon32disoluciones entrepH=3.0hastapH=13.58conunadiferenciade0.2unidadesdepHentrecadadisolución.LosespectrosUVfueronmedidosaunatemperaturade30°CconunespectrómetroUV-VisTHERMOMultiskan.
8.18.1.1PreparacióndedisolucionestampónAcOH/AcONa(pH3.05.0)100 mL de una solución de acetato sódico (AcONa) a una concentración de 0.1 M fuepreparadadisolviendo820.3mgdeAcONa(10mmol)en100mLdeaguadestilada.50mLde cada disolución tampón fueron preparados de la siguiente manera: 25 mL de unadisolucióndeAcONa0.1Msepusoenagitaciónenunmatraza30°C.LuegoelpHdeseado(pH 3.0, 4.0 y 5.0) fue ajustado añadiendo con una bureta una disolución deHCl 0.1Mpreviamente valorada utilizando K2CO3 como patrón primario. El volumen final fueajustadoa50mLañadiendoaguadestilada.Finalmente, secalculó la fuerza iónicade ladisolución (I = 0.05M) y se ajustó a 0.1M añadiendo 186.3mg (2.5mmol) de KCl. LaconcentraciónrequeridadeKClfuecalculadarestando0.1(Irequerida)delafuerzaiónicacalculadaparacadaunodelasdisolucionestampón(Tabla1).
8.18.1.2 Preparación de disoluciones tampón KH2PO4/K2HPO4 para pH 5.8
hasta8.01L de una disolución de fosfato de potasio se preparó disolviendo 6.8 g (50mmol) defostato dipotásico (K2HPO4) en 1 L de agua destilada. Luego, 50mL de cada disolucióntampón fueronpreparadosde lasiguientemanera:25mLdeestadisoluciónsepusoenagitacióna30°CysupHfueajustadoalvalorrequeridoañadiendoHCl0.1MoNaOH0.1M(previamentecuantificados,véase3.2.1.1)conunabureta.Elvolumenfinalfueajustado
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a50mLañadiendoaguadestilada.Lafuerzaiónicadelasdiferentesdisolucionestampónsecalculó(I=0.027a0.068M)yseajustóa0.1MañadiendolacantidaddeKClnecesaria(Tabla1).
8.18.1.3PreparacióndedisolucionestampónNa2B4O7/H3BO3parapH8.0hasta10.81Ldeunadisolucióndeborax0.025M fuepreparadadisolviendo9.54g (25mmol)deNa2B4O7.10H2Oen1Ldeaguadestilada.Luego,50mLdecadadisolucióntampón(pH8.0hasta pH 9.0) fueron preparados de la siguientemanera: 25 mL de esta disolución deboráxsepusieronenagitacióna30 °C.ElpHfue ajustadoal valorrequeridoañadiendouna solucióndeHCl0.1M (pH8.0hastapH9.0). El volumen fue ajustadohasta50mLañadiendo agua destilada. La fuerza iónica de las diferentes disoluciones tampón secalculó(I=0.053a0.061M)yseajustóa0.1Mañadiendo lacantidaddeKClnecesaria(Tabla1).50mLdecadadisolucióntampón(pH9.2hastapH10.8)fueronpreparadosapartirde25mL de la disolución de boráx 0.025M en agitación a 30 °C. El pH fue ajustado al valorrequeridoañadiendounasolucióndeNaOH0.1M.Elvolumenfueajustadohasta50mLañadiendo agua destilada. La fuerza iónica de las diferentes disoluciones tampón secalculóyseajustóa0.1Mañadiendo186.3mg(2.5mmol)deKCl(Tabla1).
8.18.1.4 Preparación de disoluciones tampónNa2HPO4/Na3PO4 para pH10.9
hasta12.0Sepreparó1LdeunadisolucióndeNa2HPO40.05Mdisolviendo7.098g(50mmol)deNa2HPO4en1Ldeaguadestilada.Luego,50mLdecadadisolucióntampón(pH10.9hastapH12.0)fueronpreparadosdelasiguientemanera:25mLdeestadisoluciónsepusieronen agitación a 30 °C. El pH fue ajustado al valor deseado añadiendo una disolución deNaOH0.1M.Elvolumenfueajustadoa50mLañadiendoaguadestilada.Lafuerzaiónicapara estas disoluciones fue calculada entre 0.066 a 0.088 M. La fuerza iónica de lasdiferentes disoluciones tampón se calculó (I = 0.077 a 0.088 M) y se ajustó a 0.1 MañadiendolacantidaddeKClnecesaria(Tabla1).Ladisolucióntampóndeglicina/NaOH(pH=12.6)esdemarcaFluka(referencia:33552).
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Tabla8.1.Preparacióndedisolucionestampónconfuerzaiónicaconstante(I=0.1M)
buffer pH Vdesal(mL) VdeHCl(mL) Vol.deNaOH(mL) Vol.deagua
Fuerzaiónicacalculada(M)
Conc.deKClrequerida(M) MasadeKCl(mg)
AcONa/AcOH 3,00 25 22,8 X 2,2 0,05 0,05 186,384,00 19,9 5,1 0,05 0,05 186,385,00 8,8 16,2 0,05 0,05 186,38
KH2PO4/K2HPO4
6,00
25 X
0,73 24,27 0,028 0,072 0,006,20 1,12 23,88 0,030 0,07 0,006,40 1,68 48,32 0,032 0,068 0,006,60 2,47 47,53 0,035 0,065 0,006,80 3,50 46,5 0,039 0,061 0,007,00 4,75 45,25 0,044 0,056 0,007,20 6,14 43,86 0,05 0,05 0,007,40 7,53 42,47 0,056 0,044 0,007,60 8,78 41,22 0,061 0,039 0,007,80 9,80 40,2 0,065 0,035 0,008,00 10,59 39,41 0,068 0,032 0,00
Borax
8,20
25
5,73
X
19,27 0,06 0,040 0,008,40 5,46 44,54 0,059 0,041 0,008,60 5,09 44,91 0,058 0,042 0,008,80 4,89 45,11 0,056 0,044 0,009,00 3,97 46,03 0,053 0,047 0,009,20
X
2,98 47,02 0,05 0,050 0,009,40 3,69 46,31 0,05 0,050 0,009,60 4,35 45,65 0,05 0,050 0,009,80 4,9 45,1 0,05 0,050 0,0010,00 5,33 44,67 0,05 0,050 0,0010,20 5,63 44,37 0,05 0,050 0,0010,40 5,85 44,15 0,05 0,050 0,0010,60 5,99 44,01 0,05 0,050 0,0010,80 6,08 43,92 0,05 0,050 0,00
Na2HPO4/Na3PO4
11,00
25 X
2,2 22,8 0,077 0,023 0,0011,20 3,1 46,9 0,077 0,023 0,0011,40 4,1 45,9 0,079 0,021 0,0011,60 6,4 43,6 0,081 0,019 0,0011,80 9,1 40,9 0,084 0,016 0,0012,00 12,9 37,1 0,088 0,012 0,00
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8.18.2 Procedimientogeneralparalapreparacióndelaplacade96pocillosparalas
medidasdelosespectrosdeUVSe pesó entre 1 y 2 mg de cada compuesto en un eppendorf utilizando una balanzaanalíticadealtaprecisión.ElcompuestofuedisueltoenelDMSOnecesarioparaobtenerunaconcentracióninicialde10mM(disoluciónmadre).Laplacade96pocillos(placaUV-transparentedemarcaThermoScientificNunc)serellenócomosemuestraenlaFigura1.Cadaunadelas líneasfuerellenadacon196Ldecadaunadelasdisolucionestampón,desdeelpHmásácidohastaelpHmásbásico.Luego,4Ldeladisoluciónmadrefueronañadidos a cada uno de los pocillos cargados con las disoluciones tampón procurandoagitarlasdisolucionesconlamicropipeta.Laconcentraciónfinaldelcompuestoobtenidaencadaunodelospocillosesde200M.Tambiénsepreparóunadisoluciónblanco(sincompuestoanalito)porcadadisolucióntampónutilizadaenelensayo.Paraestosetomó196 L de las disoluciones tampón y luego se les añadió 4 L de DMSO. El DMSOrepresentaun2%delvolumentotaldelasdisoluciones.Luego,laplacade96pocillosfuecolocadaenelespectrometro(THERMOMultiskanSpectrumApparatus)yagitadapor10minutos a 30 °C antes de medir los espectros de UV. Los espectros de UV fueronregistradosentre200nmy400nm,midiendoabsorbanciacada2nm.
Compuesto 1 (4 L)
Buf fer (196 L)
Buffer pH:
3 4 5 5.5 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 8.5 9.0 ...
Compuesto 2 (4 L)
Compuesto 3 (4 L)
Compuesto 4 (4 L)
Blanco: DMSO (4 L)
Compuesto 5 (4 L)
Compuesto 6 (4 L)
Compuesto 7 (4 L)
Figura8.1.Ejemploderellenodeunaplacade96pocillosparaladeterminaciónsimultáneadelospKasde7compuestos.
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8.18.3AnálisisdelosdatosparacalcularelpKa
Para el análisis espectral y la determinación de pKas, seguimos el método descritopreviamenteporTomshoetal4.Losdetallesdedichoanálisisseencuentranrecogidosenel capítulo2.4.SeusóelprogramaExcelparatratar losdatos (pasosa-e)yelprogramaPrism5.0paralarepresentacióngráficadelosdatosycálculodelpKa(pasof).Enresumen,elanálisisconsisteenlossiguientespasos:(a)CorreccióndelosespectrosUV(=250-400nm)mediantelasustraccióndelespectrodeUVdelosblancosparacadapHylongituddeonda.(b)Normalizacióndelosespectros(lasabsorbanciasestánnormalizadasaceropara=400nm).(c)CálculodelespectrodiferencialentreelespectrodeUVdelcompuestoapHácido(pH3)ylosespectrosdeUVatodoslosrestantespHs.(d)Determinacióndelaslongitudesdeondadeabsorbancia(positivaynegativa)máximacorrespondientesalaslongitudesdeondaanalíticas.(e)CálculodelaabsorbanciatotalalaslongitudesdeondaanalíticasparacadaunodelospHanalizados.(f) Representación gráfica de la absorbancia total vs pH. El valor de pKa se determinamedianteregresiónnolinearutilizandolaecuación1:
  (1)
dondeHAyA-sonloscoeficientesdeextincióndelaformaácidaybásicadelcompuesto,respectivamente,ySteslaconcentracióndelcompuesto.
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8.18.4 Espectros y determinación de pKa para los compuestos bis(2-
iminoimidazolidinicos.
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 Compuesto33b
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 Compuestos85a
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 Compuesto87a
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8.19 Ensayosbiológicosinvitroeinvivo
8.19.1ActividadantiparasitariaLos siguientes ensayos se llevaron a cabo en el Departamento de QuimioterapiaAntiparasitariadelInstitutoTropicalSuizoenBasilea(Prof.R.BrunyM.Kaiser):-actividadinvitrosobrelosparásitosT.b.rhodesiense,T.cruzi,P.falciparum, L.donovani,ycitotoxicidaddeloscompuestossobrecélulasL6derata.- actividad in vivo en modelos murinos de enfermedad del sueño: modelo STIB900 deinfecciónaguda(fasetemprana)ymodeloGVR35deinfeccióncrónica(fasetardía).Todoslosestudiosdeeficaciainvivoenratones(modelosSTIB900yGVR35)sellevaronacabodeacuerdoconlasnormasyreglamentosparalaproteccióndelosderechosdelosanimales ("Tierschutzverordnung") del "Bundesamt für Veterinärwesen " suizo. FueronaprobadosporlaoficinaveterinariadelCantóndeBasilea,Suiza.Por otro lado, los ensayos in vitro con cepas silvestres y resistentes de T. b. brucei sellevaronacaboenellaboratoriodelDr.deKoningenelInstitutodeInfección,Inmunidad& Inflamación de la Universidad de Glasgow durante 2 estancias de 15 días en dicholaboratorio.Cabe destacar que la diferencia de actividad que se puede observar entre las cepasSTIB900deT.b.rhodesienseys427deT.b.bruceisedebeprobablementealaspequeñasdiferencias existentes en los protocolos de ambos laboratorios aunque no se puededescartarquesedebaalasdiferenciasbioquímicasentreambascepasdetripanosomas.
8.19.1.1ActividadinvitrocontraT.b.rhodesiense.LaactividadtripanocidadeloscompuestosfuedeterminadautilizandoelensayoAlamarblue5.Paraesteensayo, cadapocillode laplacaserellenócon50µLdemedioesencialmínimo(MEM)suplementadoconHEPES(25mM),glucosa(1g/L),1%MEMaminoácidosno-esenciales (100x), 2-mercaptoetanol (0.2 mM), piruvato sódico (1mM) y suero decaballo inactivado por calor (15%). A continuación, se añadieron en los pocillos sietediluciones triplesde los compuestos a ensayar (concentraciones en el rango90 a0.123g/mL). Luego, fueron añadidos en cada pocillo 104  células de parásitos (formassanguíneasdelparásitoT.b.rhodesienseSTIB900)en50µLylaplacafueincubadaa37°CbajoatmosferadeCO2(5%)durante72h.Acontinuación,seañadió10µLdesoluciónderesazurin(Alamarblue,12.5mgen100mLdeaguadestilada)encadapocilloylaplacafueincubadadurante 24hmás.Finalmente,sehizounalecturafluorimétricadelaplacade 96 pocillos (Fluorímetro de microplacas Spectramax Gemini XS, Molecular DevicesCooperation, Sunnyvale,CA,USA) a longitudesdeondade530nmy590nm. Losdatosobtenidos fueron tratados y analizados en el programaGraphPad. La disminuciónde la
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fluorescencia se expresó en porcentaje de la fluorescencia de los cultivos control y serepresentó frente a las concentraciones de los compuestos. A partir de las curvas deinhibiciónsigmoidal,secalculólaconcentracióninhibitoria50%(CI50)deloscompuestosensayados6.
8.19.1.2ActividadinvitrocontraT.b.bruceiUnalevemodificacióndelprotocolousadoparaT.b.rhodesiensefueusadaparaelensayode lascepassalvajesy resistentesdeT.b.brucei7.LacepaTbAT1-KOfueobtenidade lamodificación de la cepa salvaje deT. b. bruceiLister 427 (s427) por supresión del gen
TbAT18.LacepaB48esunmutantederivadodeTbAT1-KOporselección in vitro aaltosniveles de pentamidina, y no expresa el transportador de alta afinidad de pentamidina(HAPT1)9.Elcompuestoaensayaresincubadoenunaplacade96pocillosconlascélulasdeparásitoque se encuentran a una concentración de 1 x 105 células/mL. Se preparan 24concentracionesde loscompuestos (100mMhasta1.19x10-5mM), luego lascélulasseincubanenpresenciadeloscompuestos(37°Cy5%CO2)porunas48horas.Pasadoestetiempo,elreactivoAlamarBlueseañadeacadapocillodelaplacaconelcultivodelascélulasyestasseincubandurante24horasmás.
8.19.1.3ActividadinvitrocontraT.cruzi,L.donovaniyP.falciparumLos valores de CI50 contra las cepas de amastigotes de L. donovaniMHOM/ET/67/L82fuerondeterminadosutilizandoelensayodeAlamarblue10.LosvaloresdeCI50contraP.
falciparum (estadioeritrocitico) fuerondeterminadosporenelensayode incorporaciónde [3H]hipoxantina utilizando la cepa K1 resistente a cloroquina y pirimetamina11. LosvaloresdeCI50contratripomastigotesdelacepaTulahuenC2C4deT.cruziconteniendoelgenD-galactosidasa(LacZ)fuerondeterminadosutilizandounensayocolorimétricoconelsustratorojodeclorofenilo-D-galactopiranósido(CPRG)-Nonidet12.Losdetallesdelprotocolo para todos estos ensayos han sido publicadas anteriormente por nuestrogrupo13.
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8.19.2Actividadtripanocidainvivo
8.19.2.1ModelomurinoSTIB900deenfermedaddelsueñoagudaEstemodelomurinomimetiza laprimera fasede laenfermedad.CuatroratoneshembraNMR1 fueronutilizadospara cada grupo en esteexperimento. Cada ratón fue inoculadovía intraperitoneal con 104 tripomastigotes de la forma sanguínea del parásito T. b.
rhodesiensedelacepaSTIB900.Sangreheparinizadaprovenientedeunratóndonadorconuna parasitemia de aproximadamente 5 × 106/mL fue suspendida en PSGpara obtenerunasuspensióndetripanosomasde1x105/mL.Cadaratónfueinyectadocon0.25mLdeesta suspensión. Los compuestos fueron disueltos en 100% de DMSO, luego diluido 10veces en agua destilada o como lo específica el proveedor. El tratamiento con loscompuestosseinició3díasdespuésdelainfeccióndurante4díasconsecutivosparatodaslas vías de administración (i.p., p.o.) en un volumen de 0.1 mL/10g. Tres ratonesinfectados y sin tratamiento fueron usados como control. No se realizó una inyeccióncontrolconelvehículosolo(ie,DMSO-agua)porqueseestablecióanteriormentequeestevehículo no afecta a la parasitemia ni tampoco a los ratones. La parasitemia fuemonitoreadaen la sangreobtenidaporuncorte realizado en la coladel ratón;primero,dosvecesporsemanadurante15díasdespuésdel tratamiento, seguidodeunavez a lasemanadurante los60díasrestantesdelexperimento.Losratones fueronconsideradoscurados cuando no hubo recaída en la parasitemia detectada en la sangre de la coladurante los60díasdelperiododeobservación.Secalculóel tiempomedio(endías)derecaídaenlaparasitemiaparacadagrupoderatones.
8.19.2.2 ModelomurinoGVR35deenfermedaddelsueñocrónicaLa cepa GVR35 de T. b. brucei fue aislada de un ñu en el Serengeti en 1966 (aisladoprimarioS10)14.ElmodelomurinoGVR35mimetizalasegundafase(faseneurológica)delaenfermedaddelsueño.SeutilizaroncincoratoneshembraNMR1porexperimento.Cadaratón fue inyectadocon2×104 tripomastigotesde la formasanguíneadelparásitoT.b.
bruceidelacepaGVR35.Eltratamientofueporvíaintraperitonealenunvolumende10mL/Kgdurante5díasconsecutivosdesdeeldía14hastaeldía18despuésdelainfección.Ungrupocontrol fue tratadoeldía14post-infecciónconunasoladosisdeaceturatodediminaceno (40mg/Kgdel peso corporal, vía i.p.).Dichadosis es subcurativapues soloelimina los parásitos del sistema hemolinfático aunque no del SNC, lo que trae comoconsecuencia la reaparición de tripanosomas en la sangre14. La parasitemia fuemonitorizadadosvecesen laprimerasemanadespuésdel tratamiento, seguidoporunavez por semana hasta el día 180 post-infección. Los ratones se consideraron curados
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cuando no se detectó recaída en la parasitemia en sangre extraída de la cola del ratóndurantelos180díasdeobservación.Losratonessupervivientesfueronsacrificadoseldía180,yeldíade lamuertede losanimales fueanotado(losratonescuradoscomo>180días).
8.20.Ensayodepermeabilidadconcélulasendotelialesmicrovascularesdecerebro
humano(hCMEC/D3)Loscompuestosfuerondisueltosenaguadestiladaaunaconcentración10mM(Soluciónmadre). El ensayo de permeabilidad se realizó utilizando la monocapa de célulashCMEC/D3siguiendoelprotocolodescritoantespornuestrogrupo2.Antesderealizarelensayodepermeabilidad, laconcentraciónóptimade trabajo (i.e., concentraciónquenoperturbaelcomplejocelularentrelascélulasendoteliales)fuedeterminadautilizandoeltinte fluorescente Lucifer yellow (LY) comomarcador de la integridad de las unionesestrechas entre las células endoteliales. La concentración óptima usada para lapentamidina,2,4,y33efuede100M.Elexperimentoserealizódelasiguientemanera:después de 6 días de cultivo, los insertos precubiertos, con y sin células endoteliales,fuerontransferidosaunaplacade6pocillosconteniendo2.6mLdeladisolucióntampónusada(tampóntransportador=soluciónsalinatampóndeHanks,CaCl2yMgCl2,10mMde HEPES, 1 mM de piruvato de sodio y, cuando se requería, 0.1% de BSA) en elcompartimiento abluminal. Al tiempo 0, el tampón transportador conteniendo elcompuestoaensayar,conosinLY(50Mdisueltoenelcultivocelular),fuecolocadoencadaunodeloscompartimientosluminales.Lasincubacionesserealizarona37°C,95%dehumedady5%deCO2. Adiferentestiempos,10,25y45min, cada insertodecultivo(con y sin células) fue transferido a un nuevo compartimiento conteniendo tampóntransportadornuevo(Figura8.2).Lacantidaddecadacompuestoenelcompartimientoabluminalalosdiferentestiempos(T=0,10,25,y45min)asícomoenelcompartimentoluminalalfinaldelexperimentofuecuantificadaporfluorimetría(paraelLY)oporHPLC-MS(paralapentamidina,2,4,y33e).Lapermeabilidadendotelialfuecalculadaapartirdela velocidad de aclaramiento (clearance rate) y de la superficie del inserto de cultivo,comosedescribiópreviamente2.Paradestruirtemporalmentelasunionesestrechasentrelascélulasendoteliales,seaplicóunadisoluciónhiperosmóticadeD-manitol(1.4mMenEBM-2)alascélulasendoteliales30minantesdelosestudiosdepermeabilidad.
ParteExperimental
193 
8.20.1AnálisisdelosresultadosporHPLCMuestras de 1 mL fueron recogidas a los diferentes tiempos directamente delcompartimientobasalytransferidasavialesdeHPLC(Waters)de1.5mL.Dichasmuestrasse almacenaron en el congelador para su posterior análisis. Las muestras fuerondescongeladasyguardadasa4°Cundíaantesdesuanálisis.Lasmuestrasfueronagitadasutilizandounagitadororbitaldurante40minutosyluegoanalizadasporHPLC.Seutilizóun instrumento marca Waters (Waters 2690 separation module with Waters 996photodiodearraydetector)conunacolumnaWatersSunfireC18-3.5m(4.6x50mm).Las condicionesde inyección fueron las siguientes: temperatura de la columna = 30 °C,flujo=1mL/min,volumendeinyección=10L.LafasemóvilutilizadafueunamezcladeH2O (+0.05%TFA):CH3CN (+0.05%TFA) y en las siguientes condiciones: pentamidina(isocrático20:80,tiempodegradiente=10min),2(isocrático10:90,tiempodegradiente=5min),4(isocrático15:85,tiempodegradiente=5min),y33e(isocrático7:93,tiempodegradiente=5min).Laslongitudesdeondaanalíticasfueronlassiguientes:pentamidina(262 nm), 2 (275 nm), 4 (234 nm), y 33e (275 nm). Cada una de las muestras fueinyectada 3 veces y el promedio del valor del área del pico de UV fue usado paradeterminarlaconcentracióndelamuestradeacuerdoalacurvadecalibraciónpreparada.La curva de calibración fue obtenida para cada compuesto utilizando 6 diferentesconcentracionesqueseobtuvieronpordoblediluciónserialdeunadisoluciónmadredecadacompuestoenladisolucióntampóndelensayo,yempezandoaunaconcentraciónde150 M (pentamidina, 2, y 4) o 120 M (33e). Cada concentración fue analizada portriplicadoyserepresentógráficamenteelvalormediodeláreadepicodelcompuestoenfunción de la concentración. La ecuación de la curva de calibración fue obtenida por elanálisisderegresiónlinealutilizandoelprogramaMicrosoftExcel.
8.21EnsayoinvitrodemetabolismohepáticodelderivadoN-hidroxilado35eSe utilizaron los compuestos comerciales benzamidina (Alfa Aesar),  benzamidoxima(ThermoFisherScientific),yNADH(SigmaAldrich).Lasfraccionesenzimáticasutilizadasprovienen de microsomas hepáticos humanos y mitocondrias hepáticas humanas. LosensayosfueronrealizadosporelDr.TomásHerraizdelInstitutodeCienciayTecnologíadeAlimentosyNutrición(ICTAN)delCSIC.
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8.21.1 Procedimiento general para el ensayo de reducción de derivados de
hidroxilaminasLa actividad amidoxima reductasa fue determinada siguiendo la reducción de labenzamidoximaabenzamidina,ylareducciónde33ea2,porHPLC.Paratalfinalidad,seincubóelcompuestoN-hidroxilado(33eobenzamidoxima)enunvolumenfinalde0.2mLdeunadisolucióntampóndefosfato(40mM)apH=6.0aunaconcentraciónde0.5mM.Eltiempo de preincubación fue de 3minutos y la reacción fue iniciada por la adición deNADH (1.2 mM) seguida de una incubación a 37 °C en agitación durante 60 min. LareacciónsedetuvoporlaadicióndeMeOHfrio(150L),yacontinuacióncentrifugadaa10000rpmdurante10min.Setomaronalícuotasde20LdelmediodereacciónyfueronestudiadasporHPLCparadeterminarlosposiblesproductosdereducción.
8.21.2ProcedimientogeneralparaelanálisisporHPLCLa formación del producto reducido (i.e., benzamidina o compuesto2) en el medio dereacción fuemonitorizada por HPLC. Se utilizó una columna de fase reversa (NovapakC18; 150mm × 3.9mm, 4 µm). Las condiciones cromatográficas fueron las siguientes:eluyenteA:50mMdeunasolucióntampóndefosfato(pH=6.0)conteniendoacetatodesodio20mM;elyuenteB:50%deAenacetonitrilo.Labenzamidoxima fue inyectadaencondicionesisocráticasutilizandounamezclade98%deAy8%deB.LabenzamidinafuedetectadaporUVaunalongituddeondade335nm(tiempoderetención:tR=2.5min).Latemperaturadelacolumnafuede40°C.Elflujodeinyecciónfuede1mL/min.Serealizóuna curva de calibración de la absorbancia de la benzamidina en función de laconcentraciónyseusóparadeterminarlaconcentracióndeestecompuestoenelmediode reacción. Para el compuesto cabeza de serie 2 y el derivado 33e las condicionescromatográficas fueron las siguientes: elyuente A: una solución buffer de fosfato deamonioajustadaapH=3.0aunaconcentraciónde50mM,eluyenteB:20%deAenMeCN.Seutilizóungradientelinealde0%deBhasta14.2%deBen20minutos.Latemperaturadelacolumnafuede40°C.El flujodeinyecciónfuede1mL/min.Elcompuesto33e fuedetectado por UV a una longitud de onda de 280 nm. El tiempo de retención de loscompuestosfue:tR=15.3minpara2ytR=14.9minparaelcompuesto33e.
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8.21.3ProcedimientogeneralparaelanálisisdelaincubaciónenzimáticaporHPLC-
MSElanálisisporHPLC-MSfuerealizadoenunaaparatomarcaAgilent1200HPLCequipadoconundetectordediodos(DAD1200)acopladoaunespectrómetrodemasascuadrupolo6110 MSD (Agilent Technologies). La separación cromatográfica fue realizada en unacolumnaZorbaxSB-C18(2.1×150mm,5m).Lascondicionescromatográficasfueronlassiguientes: eluyente A: H2O con 0.1%de ácido fórmico; eluyente B:MeCN con 0.1% deácido fórmico. Los alícuotas del ensayo con el compuesto33e fueron inyectados en ungradientelinealde0%®12%deBconuntiempodeinyecciónde20min.Paraelensayoconlabenzamidoxima,seusaroncondicionesisocráticas(100%A).El flujodeinyecciónutilizado fue de 0.3mL/min. La temperatura de la columna fue 40 °C y el volumen deinyecciónde20L.Elanálisisporespectrometríademasasserealizómedianteionizaciónelectrosprayenmodopositivo(ES+).Lascondicionesdedetecciónfueron:fragmentador:90V(compuesto33e)y60V(benzamidoxima)enunrangode50-600unidadesdemasa.
8.22 EstudiosbiofísicosporSPRLos experimentos de SPR fueron realizados a 25 °C con un aparato Biacore X-100 (GEHealthcare, Biacore AB, Uppsala Sweden) en la Unidad de Resonancia de Plasmón deSuperficie(SPR)delInstitutodeQuímicaMédicadelCSIC(Dra.L.Lagartera).
8.22.1Estudiosdeuniónaalbuminadesuerohumano(HSA)
8.22.1.1InmovilizacióndelaHSALa HSA utilizada para el experimento (Sigma-Aldrich) está libre de ácidos grasos y deglobulina. Fue usada sin previa purificación. Se preparó una disolución madre en unadisolución tampón fosfatos (PBS, pH = 7.4) y se guardó a -20 °C. Justo antes de suutilización, esta disolución fue diluida a una concentración de 100 g/mL en unadisolucióndeacetatodesodio10mM(pH=5.0).LaHSAfueinmovilizadasobreunsensorchip CM5 (Biacore) utilizando química de acoplamiento de aminas. La superficie fuebloqueadaconlainyeccióndurante7mindeunadisolución1Mdeetanolamina,pH=8.0.Elniveldeinmovilizaciónvarióentre8000y9000RU.
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8.22.1.2.ExperimentodeuniónaHSALosfármacoscontrol(warfarina,fenitoína,prednisonaysulfanilamida)yloscompuestos
2,33a,33e,34d,35by35eseprepararonenunadisoluciónmadreaunaconcentraciónde10mMenDMSO.LasdisolucionesmadresfuerondiluidasenPBSconteniendoDMSO(3%)paraalcanzarunaconcentraciónfinalde40µMenPBS.Losestudiosdeafinidadserealizaronaunflujode90L/mincontiemposdeasociaciónydedisociaciónde40sy60s, respectivamente. La regeneración entre cada una de los ciclos de inyecciones no fuenecesaria. Para limpiar el sistema de flujo, se realizó un lavado extra después de cadainyeccióncon50%deDMSO.LasrespuestasdeunióndeloscompuestosalaHSAfueroncorregidas restando la respuesta producida por el DMSO mediante el programa decorreccióndedisolventedeBiacoreX-100.SerealizaronvariasmedidasdeafinidadconlawarfarinaduranteelensayoparacontrolarlaeficienciadeunióndelaHSAalolargodelexperimento.Lascurvasdedosis-respuestaseobtuvieronporeltrazadodelaRU/Da*100frentealasconcentracionesdelcompuestoestudiado. Alaconcentraciónde40Mtodos loscompuestosdieronrespuestasmedibles. ElgráficodeniveldeuniónaHSAsedividió en regiones de baja, intermedia y alta respuesta de unión usando el nivel derespuesta de la warfarina, fenitoina y prednisona como controles, respectivamente. Lasulfanilamidaseutilizócomocontrolnegativo.
8.22.2 EstudiosdeuniónaADNLosoligonucleótidos(SigmaAldrich)utilizadosenestosensayosfueron;Oligo1:[Biotina]CGAATTCGTCTCCGAATTCG(AATT)Oligo2:[Biotina]CATATATATCCCCATATATATG(AT4)Oligo3:[Biotina]CGCGCGCGTTTTCGCGCGCG(CG4)
8.22.2.1InmovilizacióndelosoligonucleótidosPara la inmovilización de los oligonucleótidos se escogieron chips que llevaranincorporados la molécula de estreptavidina. El oligonucleótido biotinilado se une a laestreptavidinaconunaaltaafinidadpermitiendomayoraccesibilidaddelligandohaciaelanalito. Además permite tener el oligonucleótido en una misma orientación. Losoligonucleótidosbiotiniladosen5,seprepararonaunaconcentración inicialde100µMparaposteriormentediluirlosa laconcentraciónde25nMenunadisoluciónbuffer:MES10mM,NaCl100mM,EGTA1mM,yTWEEN200.005%apH=6.25.
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ElchipfuelavadopreviamentealainmovilizaciónconinyeccionessucesivasdeNaOH50mMyNaCl1M.Cuandolalíneabasesemantuvoestablesellevóacabolainmovilizaciónaunflujode10µL/min.Ladisoluciónbufferempleadafuelamismaquelautilizadaparaladilución de los oligonucleótidos. La cantidad de oligonucleótidos inmovilizada fue en elrango300400RU.Elcanal1seempleócomoreferencia(sininmovilizar).
8.22.2.2ExperimentosdeuniónconloscompuestossintetizadosenestatesisLasmedidas de afinidad se realizaron tras el equilibrado de cada oligonucleótido en ladisolución buffer descrita anteriormente a 18 µL/min durante 5 minutos seguido delperiodo de disociación de otros 5minutos. Una vez estabilizada la señal se procedió arealizar experimentos de unión para llevar a cabo una selección de los mejorescompuestos.Lasmedidasserealizaronaunaconcentraciónde25µMdecadacompuestoen el tampóndescrito anteriormente. El periodode disociación fuede otros 5minutos.Despuésdeladisociación,seregenerólasuperficieconunadisolucióndeNaCl200mMyNaOH10mMa10µl/min.Lasmedidasdeafinidadparacadaoligonucelótidose realizaron 
a concentracionesparacadacompuestoentrede0.05a60µM.DespuésdeladisociaciónseregenerólasuperficieconunadisolucióndeNaCl200mMyNaOH10mM.Lasconstantesdeunión(KA enM-1)secalcularonapartirdelajustedelosdatosobtenidosen el estado estacionario. Las respuestas que se observaron en el estado de equilibrio(RUobs) fueron divididas por la respuesta maxima previsible para el ligando (RUmax),representadasgráficamente frentea lasconcentracionesde los ligandosempleados(L=concentración en la disoluciónque fluye sobre las superficiedel chip), y ajustadas aunmodelode1tipodesitio(K2=0)obiende2tiposdesitiodeunion:r=(RUobs/RUmax)=(K1L+2K1K2L2)/(1+K1L+K1K2L2)RUobseslarespuestaenelestadoestacionarioRUmaxeslarespuestamáximaK1eslaconstantededisociacióndelprimersitioK2eslaconstantededisociacióndelsegundositioLeslaconcentracióndelanalitoendisolución
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9.ConclusionesgeneralesCon el objetivo de optimizar las propiedades farmacocinéticas de los compuestosdicatiónicos cabeza de serie de derivados bis(2-iminoimidazolidinio) (2  5) ybisguanidinio (7  8), más específicamente su permeabilidad en la BHE, para poderconseguirmoléculasactivasenlafasetardíadelaenfermedaddelsueño,sesintetizarontres series de derivados de polaridad reducida. Para modular la polaridad de estoscompuestos, se probaron dos aproximaciones basadas en (1) la disminución de labasicidadde lamoléculamediante la introducciónde sustituyentesN-alcoxilo sobre losnitrógenos N1 de los anillos de imidazolina o de las guanidinas, y la introducción deátomoselectronegativos (F,Cl)en losanillosaromáticosdelespaciadordifenílico;(2) laintroducción de sustituyentes alquilo sobre los nitrógenos de las guanidinas paraaumentarsulipofilia.
Se sintetizó una serie de 18 derivados de los compuestos cabeza de serie bis(2-iminoimidazolidina)2 5 introduciendo grupos alcoxilos e hidroxilos (OMe, OEt, OBn,OTHP,OH) sobreelN1de los anillosde imidazolina. Sietedeestos compuestos (33a-b,
34b,d, 35a y 36a,f) fueron sintetizados mediante una metodología one pot puesta apunto en nuestro grupo de investigación. Once de los compuestos fueron sintetizadosmediantelapurificaciónycaracterizacióndelastioureasintermediascorrespondientesyposteriorreaccióndeciclaciónparaobtenerlosproductosfinales33c;34a,c;35b-c;36b-
c.LoscompuestosconR=OHfueronobtenidosmedianteladesproteccióndelgrupoTHPpresenteenloscompuestos33c36c.
Además,fueronsintetizadasunaseriede10derivadosdeloscompuestoscabezadeseriebisguanidínicos78durantelarealizacióndeestatesis.Encuatrodeestoscompuestosse introdujeron grupos alcoxilos e hidroxilo (OH, OMe, OEt, OBn, OTHP) sobre unnitrógeno del grupo guanidinio y en seis compuestos fueron introducidos gruposalquílicos (Me, Et, iPr). Todas las series de alcoxi y alquilguanidinas fueron obtenidasprotegidasporelgrupoetoxicarbonilo.Enestatesissepusoapuntoladesproteccióndeestegrupomedianteunahidrólisisbásica.
Finalmente,sesintetizaronunaseriede5compuestosderivadosdelcompuestoscabezadeserie2 introduciendounátomode fluor(83a 86a)ounodecloro (87a) sobre losanillosaromáticosdelesqueletoN-fenilbenzamidapresenteenestamolécula.
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Con la finalidaddecomprobarsinuestrasaproximacionesparabajar labasicidadde loscompuestoscabezadeseriefuncionaban,sepusoapuntounanovedosametodologíaparamedirelpKadeseriedecompuestosporespectroscopiaUVmedianteelusodeplacasde96pocillos.HemosmedidoelpKade19deloscompuestossintetizadosenestatesis.Así,hemos comprobado que la introducción de grupos alcoxilos sobre el nitrógeno N1 delanillodeimidazolidinadisminuyesignificativamentelabasicidaddeestoscompuestosenaproximadamente2unidadesdepKa.Tambiénhemosobservadoque la introduccióndeunátomodefluoroclorosobreunodelosanillosaromáticosdelaN-fenilbenzamidatieneunefectomenospronunciadosobrelabasicidaddeestasmoléculas(0.20.7unidadesdepKa).Además, lamagnituddelefectodelátomodehalógenosobreelpKade lamoléculadepende de qué anillo sustituye, siendo más marcado cuando ocurre en el anillo A ymuchomásdébilenelanilloB.
Conlafinalidaddeconocerlacapacidadtripanocidadelasnuevasmoléculassintetizadas,hemos probado su actividad tanto in vitro contra T. brucei como in vivo en modelosmurinos de fase temprana y, para los más efectivos, de fase neurológica de la TAH.Además,secomprobólabioactividadinvitrodeestoscompuestoscontraotrosprotozoosparásitostalescomoTrypanosomacruzi,LeishmaniadonovaniyPlasmodiumfalciparum.Encomparaciónconloscompuestoscabezadeserietodoslosnuevosderivadosdebis(2-iminoimidazolidina), salvo 33e, resultaron tener una actividad inferior, tanto en losensayosinvitrocomoenlosensayosinvivoenelmodeloSTIB900deinfecciónagudaquereproduce la fase temprana (hemolinfática)de la TAH.En estas series, losderivadosN-hidroxilados fueron losmás activos aunque solo el derivado33e resultó100%curativoporadministraciónintraperitonealaladosisde20mg/Kg.Debidoalosbuenosresultadosobtenidos en el ensayo in vivo en la fase hemolinfática, se comprobó la actividad delcompuesto 33e en el modelo murino de infección crónica GVR35. El compuesto 33eresultómoderadamenteactivoenestemodelodefaseneurológicadelaTAHaumentandoeltiempodesupervivencialibredeparásitossinllegaracurarel100%delosratones.Asípues,elderivadoN-hidroxilado33econunesqueletoN-fenilbenzamidaseperfilócomoelcompuestomásinteresantedeestasseries.LosresultadosdelosensayosinvitrocontraT.b.rhodesiensemostraronquelosderivadosde guanidina con restosN-alcoxilo eran inactivosmientras que los análogos con restosalquílicosEt(58a,65a)eiPr(57a,66a)eranlosmáseficacescontraesteparásito,dandoactividadesenelrangonanomolarbajo,superandoasusrespectivoscabezasdeseriesinsustituir7y8.DosdelosnuevosderivadosN-alquilados(57a,58a)delcabezadeserie7
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resultaron 100% curativos in vivo en el modelo murino STIB900 de infección agudacuandofueronadministradosporvíaintraperitonealaunadosisde20mg/Kg.Asípues,secomprobónuevamenteque losmejores candidatos tripanocidasposeían el esqueletoN-fenilbenzamida.Además, se comprobóque laadicióndesustituyentesalquilossobre losrestos de guanidina aumentaba la lipofilia ymejoraba la actividad in vitro e in vivo dedichoscompuestos.Enelcasodeloscompuestosfluorados(83a,85ay86a)yclorado(87a)seobservóunaactividadentrebaja ymoderada en el ensayo in vitro contra la cepaT. b. brucei. Solo elcompuesto84apresentóactividadinteresantecontraesteparásito(CI50=1.02M).Cabedestacarqueestosúltimosresultadosseobtuvieronconunacepadiferente, lacepaT.b.
brucei(ensayosenlaUniversidaddeGlasgow),usandounprotocololigeramentediferenteaaquelusadoparalacepaT.b.rhodesiense(ensayosenelInstitutoTropicalSuizo)loquepodríaexplicarlasdiferenciasdeactividadencontradasentreamboslaboratorios.SololosresultadosconlacepaT.b.rhodesiensenospermitirácompararestasactividadesconlasde otras series. En cuanto a la actividad in vitro contra los parásitos causantes de laenfermedad de Chagas (T. cruzi) y la leishmaniasis (L. donovani), los compuestos nopresentaronactividadsignificativa,salvoenelcasodelcompuesto34dquepresentóunaactividad interesante frente a L. donovani (CI50 = 1 M) con una selectividad frente acélulasdemamíferosdestacable(IS=30).Encambio,todosloscompuestospresentaronactividadmoderadacontraP.falciparumconCI50enelrango0.6426.3M.Conelobjetivodeestudiar laspropiedades farmacocinéticasde losmejorescompuestostripanocidas sintetizados en esta tesis, se llevaron a cabo ensayos in vitro depermeabilidad de la BHE humana (modelo hCMEC/D3), ensayo de unión a proteínasplasmáticasporSPR,yensayosinvitrodemetabolismoconfraccioneshepáticashumanasconelcompuesto35e.Secomprobóqueningunodeloscompuestos2, 33a,33e,34d,35by 35d tenían alta afinidadpor laHSA, lo cual suponeuna altadisponibilidad en sangrepara actuar contra el parásito. De manera sorprendente, el compuesto 33e que poseeactividaden la faseneurológicade la enfermedaddel sueñoenratonesmostróunabajapermeabilidad in vitro en la línea celular microvascular de cerebro humano. Lasdiferenciasentre especiespodrían ser responsablesde lasdiferencias observadas entrelosresultadosinvitroeinvivo.Porúltimo,hemoscomprobadoqueelderivadomásactivo(33e)nosemetabolizaba invitroporelcomplejomARCtalcomolohabíamossupuesto.Porlotanto,parecequedichocompuestonoactúacomoprofármacosinocomofármacograciasasuactividadintrínsecasobreT.brucei(CI50=0.888µM).
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Finalmente, hemosmedido experimentalmente por SPR la constantede afinidad de loscompuestos cabeza de serie (2 4 y7), de los derivados bis(2-iminoimidazolidínicos)(33a,33e;35b,35e),ydelosderivadosbisguanidínicos(57a, 58ay65a)portrestiposdeoligonucleótidosconsecuenciasAATT,(AT)4y(CG)4.Secomprobóque losderivadosbis(2-iminoimidazolidínicos) 33a, 33e, 35b, 35e y los derivados bisguanidínicos 57a,
58a y 65a poseen mayor afinidad por los oligonucleótidos AATT y (AT)4 vs  (GC)4confirmándose que son ligandos del surco estrecho específicos de secuencias AT. Loscompuestos derivadosde laN-fenilbenzamida(33a y33e)mostraronposeer lamayorafinidad por los oligonucleótidos AATT y (AT)4 entre todos los compuestos probados,recalcandoelpotencialdedichoesqueletodeN-fenilbenzamidaparaeldiseñodeligandosespecíficosdel surco estrecho. El compuesto33e queposee actividad in vivoen la faseneurológica de la TAHmostrómayor afinidad que el compuesto cabeza de serie2, enparticularporeloligonucleótidodesecuenciaAATT(KA=130×105M-1).Puestoqueelgenoma mitocondrial de T. brucei posee una alta cantidad de estas secuencias, estosresultadospodrían indicarque elmecanismode acciónde33e está relacionado con suunión al ADN mitocondrial e inhibición de la transcripción del ADN.


